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(54) Bezeichnung: NACHWEIS VON SAURE-RESISTENTEN MIKROORGANISMEN IM STUHL 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for detecting an infection of a manunal with an acid-resistant niicro-oiganisTn, comprising the 
following steps: a) incubating a stool sample of the mammal with at least two different monoclonal antibodies, fragments or derivatives 
thereof or aptamers in conditions which allow the fonnation of a complex of antigens frcvn the micro-organism and the antibodies, (aa) the 
first monoclonal antibody specifically binding an epitope of the first antigen, (ab) the second monoclonal antibody specifically binding a 
difTerent epitope to the epitope of the first antigen, of a second antigen, and die proportions of the mammals according to (aa) and according 
to (ab) being aUe to overiap, and in total, essentially making up the total number of inflected mammals; and (b) detecting the fonnation of 
at least one antigen-wtibody complex or antigen-aptamer complex accoiding to (aa) or (ab). 



(57) ZusammenI 



Die Eriindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Infektion eines Sdugers mit einem Sdure-resistenten Mikioorganismus, wobei 
man (a) eine Stuhlim)be des Sflugers mit mindestens zwei verschiedenen moncMonalen AntikCrpem. Fragmenten oder Derivaten davon 
Oder Aptameren unter Bedingungen inkubiert, die eine Komplexbildung von Antigenen aus dem Mikioorganismus mit den Antikdrpem 
eriauben, und wobei (aa) der erste mcmoklonale AntikOrper ein Epitop des ersten Antigens spezifisch bindet. (ab) der zweite monokkxialc 
Antikdiper ein vom Epitop des ersten Antigens verschiedenes Epitop eines zweiten Antigens spezifisch bindet, wobei die Tcile der S&uger 
gem3B (aa) und gemSB (ab) Qberiappen kdnnen und in der Summe im wesentlichen die Gesamtanzahl der infizierten SSuger ausmachen; 
und (b) die Bildung mindestens eines Antigen-Antik5rperkomplexes oder Antigen-Aptamerkomplexes gem^ (aa) oder (ab) nachweist. 
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NACHWEIS VON SAURB-RESISTENTCN MDCROORGANISMEN IM STUHL 

In der Beschreibung dieser Erfindung ist eine Anzahl von publizierten Dokumenten 
genannt. Der Gegenstand dieser Dokumente Ist durch Bezugnahme in die 
Beschreibung inkorporiert. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis einer Infektion eines Saugers mit 
elnem Saure-resistenten MIkroorganlsmus, wobei man (a) eine Stuhlprobe des 
Saugers mIt mindestens zwei verschiedenen monoklonalen Antikorpem, 
Fragmenten oder Derivaten davon oder Aptameren unter Bedingungen inkubiert, die 
eine Komplexbildung von Antlgenen aus dem Saure-resistenten Mikroorganismus 
mit den Antikorpem, Fragmenten oder Derivaten davon oder den Aptameren 
eriauben, und wobei (aa) der erste monoklonale AntikSrper oder das Fragment oder 
Derivat davon oder das erste Aptamer eIn Epitop des ersten Antigens spezifisch 
bindet, das zumindest be! einem Tell der Sauger nach der Darmpassage eine 
Struktur aufweist, die der nativen Staiktur oder der Stmktur entspricht, gegen die ein 
Sauger nach Infektion oder Immunisierung mit dem Saure-resistenten 
Mikroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat davon oder einem Protein daraus 
Oder einem Fragment davon oder einem synthetischen Peptid Antikorper produziert; 
(ab) der zweite monoklonale Antikorper oder das Fragment oder Derivat davon oder 
das zweite Aptamer ein vom Epitop des ersten Antigens verschiedenes Epitop eines 
zweiten Antigens spezifisch bindet, das zumindest bei sinem Teil der Sauger nach 
der Damipassage eine Struktur aufweist, die der nativen Struktur oder der Struktur 
entspricht, gegen die ein Sauger nach Infektion oder Immunisiemng mit dem Saure- 
resistenten Mikroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat davon oder einem 
Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem synthetischen Peptid 
Antikorper produziert, wobei die Telle der Sauger gemaB (aa) und gemaB (ab) 
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ubertappen kdnnen und in der Summe im wesentlichen die Gesamtanzahl der 
infizierten Sauger ausmachen; und (b) die Bildung mindestens eines Antigen- 
Antikorperkomplexes/Antigen-Aptamerkomlexes gemSS (aa) Oder (ab) nachweist. 

Vorzugsweise 1st der Saure-resistente Mikroorganismus ein Bakterium» 
insbesondere Helicobacter pylori, Helicobacter hepaticus Oder Mycobacterium 
tuberculosis Oder Campylobacter jejuni Oder Campylobacter pylori. Femer bevorzugt 
ist, daB die belden Epitope Epitope einer Urease und eines Hitzeschockproteins, 
vorzugsweise von Hsp60, einer Alkylhydroperoxid-Reduktase, vorzugsweise des 
26kDa-Proteins, des 20kDa-Proteins (3-Dehydro-Quinase Typ II). des 16,9kDa- 
Proteins (Neutrophile-aktivierendes Protein) oder des 33,8 kDa-Proteins (Fmktose- 
Bisphosphat-Aldolase) sind. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonm der 
Erfindung wird die Stuhlprobe mit drei verschiedenen monoklonalen Antikdrpern, 
Fragmenten oder Derivaten davon oder Aptameren untersucht, wobei der erste 
Antikdrper, das Fragment oder Derivat davon oder das erste Aptamer ein Epitop 
einer Urease und der zweite Antikorper und der dritte Antikdrper (oder das Derivat, 
Fragment oder Aptamer) je ein Epitop von unterschiedlichen vorstehend genannten 
Proteinen, vorzugsweise Hsp60 (wenn eines der beiden ersten Epitope ein Epitop 
einer Alkylhydroperoxid-Reduktase ist) oder eine Alkylhydroperoxid-Reduktase 
spezifisch bindet, wenn eines der beiden ersten Epitope ein Epitop von Hsp60 ist. 
Femer betrtfft die Erfindung diagnostische und pharmazeutische 
Zusammensetzungen und Testvorrichtungen, die die vorgenannten Komponenten 
enthaiten sowie diese enthaltende Verpackungen. 

Der Nachweis der Infektion eines Saugerorganismus mit einem mikrobiellen 
Pathogen oder Parasiten kann heute auf verschiedene, invasive wie nicht-invasive, 
dlrekte und indirekte Arten gefuhrt werden. Beim Einsatz invasiver Techniken wird 
die korperliche Integritat des Untersuchten verletzt, z.B. bei der Entnahme einer 
Biopsie oder von Serum. Nicht-invasive Diagnosetechnlken stellen Veranderungen 
in Parametem test, die ohne einen Eingriff in den Organismus gemessen werden 
kdnnen. Bevorzugt werden hierzu Korperflussigkeiten und Ausscheidungen wie 
Atemluft, Urin, Speichel, SchweiB oder Stuhl beprobt und analysiert. Bei direkten 
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Methoden wird das Vorhandensein des Pathogens Oder Parasiten. seiner 
Bestandteile Oder deren Abbauprodukte nachgewiesen, z.B. durch Farbung und 
mikroskopische Untersuchung Oder spezifische enzymatische Reaktionen. Indirekte 
Verfahren greifen zuruck auf den Nachweis von Reaktionen des Wirtsorganismus 
auf das Pathogen oder den Parasiten, z.B. das Vorhandensein von Antikorpem 
gegen Antigene des Pathogens Im Semm, im Urin oder im Speichel des Wirts. In 
einem weiteren indlrekten Verfahren mussen dem Patienten Indikatorsubstanzen 
zugefuhrt werden, die von dem mikrobiellen Pathogen oder Parasiten in spezifischer 
Weise modifiziert werden, wobei die modifizierte Form In Proben nachgewiesen wird 
(Atemtest). 

Ein Eingriff in den Organismus, z.B. zur Eriangung einer Gewebeprobe, ist fur den 
Organismus In den moisten Fallen belastend und haufig auch mit hohem 
apparativen Aufwand und eInem gesundheitlichen Risiko verbunden. Die 
vergleichsweise einfache Erfassung von Proben der oben beschriebenen 
Kdrperflussigkeiten und Ausscheidungen machen daher nicht-invasive Techniken 
zur Methode der Wahl. Da weiterhin nicht jeder Wirt in glelcher Weise auf ein 
bestimmtes Pathogen oder einen bestimmten Parasiten reagiert, und die Reaktion 
des Wirts mit Verzogerung einsetzen und zudem auch nach Entfemung des 
Pathogens oder Parasiten aus dem Organismus perslstieren kann, sind direkte 
Verfahren stets vorzuziehen. IdealenA/eise wird also eine Diagnose durch den nicht- 
invasiven, direkten Nachweis des Pathogens oder Parasiten in Kdrperflussigkeiten 
Oder Ausscheidungen gefuhrt. 

Ein diagnostisches Verfahren sollte daruber hinaus auch auf weitere Gesichtspunkte 
hin optimiert sein: Hohe Reproduzierbarkeit, Sensitivitat und Spezifitat, garantierte 
Verfugbarkeit der zu venvendenden Materiallen in konstanter Qualitat, geringe 
Kosten bei Herstellung und Durchfuhrung, und einfache Anwendung unabhangig von 
aufwendigen Apparaturen sind hier zu berucksichtigende Parameter. 

Aus den oben genannten Grunden nehmen Verfahren basierend auf der hohen 
Selektivitat und Bindungsaffinitat bestimmter Substanzklassen (z,B, Antikdrper, 
Rezeptoren, Lektine. Aptamere) fur molekulare Strukturen, welche so gewahit 
werden konnen, daB sie fur den jeweils zu bestimmenden Stoff/Mikroorganismus 
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hochspezifisch sind, in der medizinischen Diagnostik einen zunehmend breiten 
Raum ein. insbesondere die Mdglichkeit der Immobilisierung dieser Substanzen an 
FestkorperoberflSchen sowie der Kopplung mit radioaktiven Nukliden, mit Enzymen, 
die in Kombinatlon mit geeigneten Substraten Farbreaktionen auslosen, oder mit 
farbtgen Partikein mit der hochspezifischen Bindungsafflnitat (z.B. ELISA = Enzyme 
linked immunosorbent assay) fuhrte zu der Entwickiung kostengOnstiger, einfacher 
und wenig zeitaufwendiger Nachweisverfahren fur korpereigene wie korperfremde 
Stoffe. 

In den Anfangsphasen der Entwickiung dieser Nachweisverfahren fanden 
ausschiieBlich polyktonale Antikorper Venvendung. Diese haben jedoch einige, dem 
Fachmann wohibekannte Nachteile, so vor allem begrenzte Verfugbarkeit und oft 
auch Kreuzreaktivitaten. Die Erarbeitung von Verfahren zur Hersteilung 
monoklonaler AntikSrper (Kdhler & Milstein (1975)), die Fortschritte bei der isolierung 
von Rezeptoren und deren gerichtete Expression in v'eliularen Wirtssystemen, die 
Entwickiung von Lektinen mit hoher Affinitat fur bestimrnte Kohlenhydrate sowie die 
Entdeckung, daB Nukleinsauren (Aptamere) molekulare Strukturen spezifisch binden 
konnen, konnten diese Nachteiie groBenteils beseitigen. Heute lassen sich mit 
vergleichsweise einfachen Methoden die Spezifitat und Sensitivitat von 
Nachweisverfahren optimieren. 

Aufgrund der hohen Spezifitat eignen sich derartige Verfahren besonders zum 
Nachweis einzelner, definierter Substanzen wie Haptene, Peptide oder Protelne, 
vorausgesetzt, das erkannte Strukturelement ist konstant tnnerhalb der zu 
untersuchenden Probenpopulation und spezifisch fur die nachzuweisende Substanz. 
Sie sind zudem fur eine Messung in Kdrperflussigkeiten gut geeignet, und steilen 
damit eine naheliegende Option fur den direkten Nachweis von Pathogenen in dieser 
Probenmatrix dar. Entsprechend sind im Stand der Technik Verfahren zur Diagnose 
Z.B. von Entamoeba histolytica (Haque (1993), J. Infect. Dis. 167: 247-9), 
enterohemorrhagischen Escherichia co// (EHEC; Park (1996), J, Clin. Microbiol. 34: 
988-990), Vibrio cholerae (Hasan (1994). FEMS Microbiol. Lett. 120: 143-148), 
Toroviais-ahnlichen Partikein (Koopmans (1993), J. Clin. Microbiol. 31: 2738-2744) 
Oder Taenia saginata (Machnicka (1996), Appl. Parasitol. 37: 106-110) aus Stuhl 
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beschrieben. Ein Diagnoseverfahren fur Adenovirus-bedingte Gastroenteritis 
(Hermann (1987), J. Infect. Dis. 155: 1167-1171) venwendet die Kombination aus 
zwei, gegen unterschiedliche enterische Adenoviois-Serotypen gerichteten, 
monoklonalen Antikorpern, urn diese Serotypen unbeeinfluBt von der Prasenz 
anderer, nicht enterischer Adenoviren nachweisen zu konnen. Hierbei gelingt der 
Nachweis be! Kenntnis des Adenovirus-Serotyps, mit dem ein Patient identifiziert ist, 
auch mit dem jeweiligen monoklonalen Antikdrper allein zuverldssig. 

Den oben beschriebenen Pathogenen ist gemeinsam, daB sie im Darm, in der 
Darmschleimhaut Oder im Danntumen ihres Wirts, in alien Fallen des Menschen, 
lebens- und vermehrungsflkhig sind. Sie besitzen also Mechanismen, die Ihnen das 
Uberieben und die Vermehrung in Anwesenheit der im Dami aktiven Abbau- und 
Verdauungssysteme eriauben. Damit ist es wahrscheinlich, daB bei der 
Ausscheidung mit dem Stuhl eine hohe Anzahl intakter Oder fast intakter Pathogene 
bzw. Parasiten abgehen. Mit Nachweisreagenzien, beispielsweise Antikorpern, 
welche Bestandteile der Pathogene bzw. Parasiten erkennen, kdnnen diese im Stuhl 
Oder in aufbereiteten Stuhlproben in der Regel leicht nachgewiesen werden. 

Es gibt jedoch eine Anzahl von Pathogenen und Parasiten, die einerseits aufgrund 
der Beziehungen der von ihnen befallenen Gewebe (z.B. Lunge, Magen, Pankreas, 
Duodenum, Leber) zum Magen-Darm-Trakt im Stuhl auftreten konnen, andererseits 
aber im Damn selbst nicht lebens- und/oder verniehmngsfahig sind. Diese 
Pathogene und Parasiten werden hier als Saure-resistente Mikroorganismen 
bezeichnet. Zu diesen Pathogenen und Parasiten gehoren beispielsweise 
Helicobacter pylori (K pylori) und Helicobacter hepaticus, Mycobacterium 
tuberculosis und andere Mycobakterien, Chlamydia pneumoniae, Legionella 
pneumophilae, Pneumocystis carinii, Campylobacter jejuni, Campylobacter pylori 
und andere. Einige dieser En^eger konnen z.B. im Sputum nachgewiesen werden, 
jedoch ist beispielsweise der Nachweis von Mycot>acterium tuberculosis im Sputum 
nur wahrend eines kurzen Zeitraums moglich, und zwar nachdem sich eine den 
Erreger enthaltende Kaveme geoffnet hat. Ein Nachweis wird femer dadurch 
erschwert, daB es nicht immer moglich ist, von einem zu Untersuchenden eine 
Sputumprobe zu erhalten. Dies trifft z.B bei Kleinkindern, venwinlen Patienten oder 
Tieren zu. Andere Pathogene wie beispielsweise Legionella pneumophilae lassen 
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sich anhand von Antigenen, die uber die Niere in den Urin gelangen spezifisch 
nachweisen. Dies gelingt jedoch nur, wenn die Im Urin befindliche Menge fur den 
Nachweis ausreicht Der Nachweis im Stuhl ware hierzu eine begruBenswerte 
Alternative. Die Darmpassage ist bei diesen Organismen jedoch mit einem starken 
Angriff durch die Verdauungs- und Abbaumechanismen des Saugers und 
insbesondere der Darmflora verbunden. Fur den betrachteten En^eger spezifische 
nioiekuiare Strukturen kdnnen dabei zerstort oder in ihrer Konzentratton stark 
herabgesetzt werden. 



Die Degradation der Erreger im Darm hat sich bei Saure-resistenten Bakterien als 
Problem fur einen sicheren Nachweis in Stuhlproben enA/iesen. Die Zahl der Keime, 
die in den Magen eines Infizierten gelangen, ist im Vergleich zu anderen, sich im 
Darm ansiedelnden Bakterien gering, Zudem mussen Keime und KeimbruchstCteke 
nach Veriassen des Magens einen langen Weg durch den an Proteasen reichen 
Darm zurucklegen. Diese Umstande haben zur Folge, daQ sich nur geringe Mengen 
Intakter Proteine im Stuhl wiederfinden lassen. Dies bedingt auch, daB die fur einen 
ELISA-Test notige Kombination zweier Epitope auf einem Antigen nicht mehr 
notwendlgerweise wie im nativen Protein gegeben ist, und nah nebeneinander 
liegende Epitope die groBte Wahrscheinlichkeit haben, in einem Nachweis, der zwei 
Epitope auf demselben Molekul bendtigt, ein positives Ergebnis zu zeigen. Die 
individuell unterschiedliche Verteilung von im Stuhl von Infizierten nachgewiesenen 
Antigenen weist zusatzlich auf individuelle Eigenschaften in der Prozessiemng der 
Antigene beim Damidurchgang hin. Ein erster Ansatz. dieses Problem zu veningem, 
wurde durch den Offenbamngsgehalt der EP-A 0 806 667 bereitgestellt. In dieser 
Anmeldung wurde gezeigt, daB polyklonale Antikorper mit dem Lysat eines 
best^mmten H. py/o/hStammes induziert werden konnten, die eine breitere 
Variabilitat von Stammen aus verschiedenen geographischen Regionen ericennen. 
Allerdings geht aus dieser Anmeldung nicht hervor. welche Antigene durch das 
Serum erkannt werden. Femer wurde eine entsprechende Diagnose vemiittels 
monoklonaler Antikorper ausgeschlossen. Angesichts der Tatsache, daB 
Immunseren trotz aller Standardisierungsbemuhungen schwanken konnen, muB das 
in der o.g. Anmeldung entwickelte Verfahren fur eine brerte Anwendung als 
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suboptimal betrachtet werden. Hinzu kommt, daB fur die Bereitstellung der 
polyklonalen Seren immer wieder neue Tiere immunisiert werden mussen. Die 
entsprechenden Verfahren sind sowohl zeit- als auch kostenintensiv. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung war somit, die vorgenannten nachteiiigen 
Verfahren aus dem Stand der Technik zu verbessem und ein leicht 
standardisierbares sowie kostengunsttges Verfahren zum sicheren Nachweis von 
Saure-resistenten Mikroorganismen bereitzustellen. 



Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten 
Ausfuhrungsformen geldst. 

Somit betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis einer Infektion eines 
SSugers mit einem Sdure-reslstenten Mikroorganismus, wobei man 

(a) eine Stuhlprobe des Saugers mit mindestens zwei verschiedenen 
monoklonalen Antikorpem, Fragmenten Oder Derivaten davon oder 
Aptameren unter Bedingungen inkubiert, die eine Komplexbildung von 
Antigenen aus dem Saure-resistenten Mikroorganismus mit den Antikorpem, 
Fragmenten oder Derivaten davon oder den Aptameren eriauben, und wobei 

(aa) der erste monoklonale Antikdrper oder das Fragment oder Derivat 
davon oder das erste Aptamer ein Epitop des ersten Antigens 
spezifisch bindet, das zumindest be! einem Teil der Sauger nach der 
Darmpassage eine Struktur aufweist, die der nativen Struktur oder der 
Struktur entspricht, gegen die ein Sauger nach Infektion oder 
Immunisierung mit dem Saure-resistenten Mikroorganismus odar 
einem Extrakt oder Lysat davon oder einem Protein daraus oder einem 
Fragment davon oder einem synthetischen Peptid Antikdrper 
produziert; 

(ab) der zweite monoklonale Antikdrper oder das Fragment oder Derivat 
davon oder das zweite Aptamer ein vom Epitop des ersten Antigens 
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verschiedenes Epitop eines zweiten Antigens spezifisch bindet, das 
zumindest bei einem Teil der Sauger nach der Darmpassage eine 
Staiktur aufweist, die der nativen Staiktur cxJer der Struktur entspricht. 
gegen die ein Sauger nach Infektion oder Immunisierung mit dem 
Saure-resistenten Mikroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat 
davon oder einem Protein daraus oder einem Fragment davon oder 
einem synthetlschen Peptid Antikdrper produziert, 

wobei die Telle der Sauger gemdB (aa) und gemaB (ab) uberlappen 
konnen und in der Summe im wesentltchen die Gesamtanzalii der 
infizterten Sauger ausmaclien; und 

(b) die Bildung mindestens eines Antigen-Antikorperkomplexes oder Antigen- 
Aptamerkomplexes gem&B (aa) oder (ab) nachweist. 

Der Begriff „Saure-resistenter Mikroorganismus" im Sinne dieser Erfindung umfaBt 
jeden Mikroorganismus, der aufgrund seiner Eigenschaften/Anpassungs* 
meciianismen an den Wirt den physikalischen und cliemischen Einflussen des 
Verdauungstrakts widerstelit, so daB er durch einen vorzugsweise immunoiogischen 
Nachweis oder unter VenA^endung von Aptameren detektierbar ist. Beispieie fur 
derartige Saure-resistente Mikroorganismen sind Helicobacter pylori, Helicobacter 
hepaticum, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium pseudotuberculosis, 
Mycobacterium cansassii, Camplyobacter jejuni und Campylobacter pylori. 

Der Begriff „Stuhlprobe des S&ugers" bedeutet im Sinne dieser Erfindung jede 
Stuhlprobe, die fur das erfindungsgemaBe Nachweisverfahren eingesetzt werden 
kann. Insbesondere fallen daainter Stuhlproben, die nach an sich bekannten 
Verfahren fur diagnostische Tests aufbereitet worden sind. Die Aufbereitung erfolgt 
beispielsweise gemaB RIDASCREEN® Entamoeba Enzymimmunoassay (R- 
Biopharm GmbH, Darmstadt). 

.Fragmented' oder .Derivate" von monoklonalen Antikdrpem weisen im Sinne dieser 
Erfindung dieselbe Bindungsspezlfitat wie die monoklonalen Antikdrper auf. 
Derartige Fragmente Oder Derivate konnen nach ubiichen Verfahren hergestellt 
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werden; vgl. z.B. Hariow und Lane Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, 
Cold Spring Harbor, USA, 1 988. Beispiele fur Fragmente sind Fab-, F(ab ' )2 Oder Fv- 
Fragmente. Beispiele fur Derivate sind scFv-Fragnnente. Derivate konnen auch 
chemisch hergestellte Substanzen sein, die dieseiben oder verbesserte 
Bindungseigenschaften wie die Antikdrper aufweisen. Solche Substanzen konnen 
beispielsweise durch Peptidomimetics Oder durch verschiedene Runden von Phage 
Display und nachfoigende Selektion auf verbesserte Bindungseigenschaften 
hergestellt werden. Unter Aptameren werden erfindungsgemaB Nukleinsauren wie 
RNA, ssDNA (ss = Einzelstrang), modifizierte RNA oder modifizierte ssDNA 
verstanden, die eine groBe Vielzahl von Zielsequenzen mit hoher Spezifitat und 
Affinitat binden. Der Begriff ,Aptamer" ist im Stand der Technik bekannt und definiert 
beispielsweise in Osborne et ah, Curr. Opin. Chem. Biol. 1 (1997), 5-9, oder in Stull 
und Szoka, Phanm. Res. 12 (1995), 465-483. 

Der Begriff „mindestens zwei" ist hinsichtlich der Anzahl von venA^endeten 
Antikdrpem etc. nach oben nicht limitiert und bedeutet beispielsweise drei, vier, funf, 
sechs, sieben, acht, neun oder zehn Antikdrper etc. 

„Bedingungen, die eine Komplexbildung eriauben" sind vom Fachmann ohne 
weiteres einstellbar; s. auch Harlow und Lane, a.a.O., und sind beispielsweise 
physiologische Bedingungen. 

Der Begriff ,nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der nativen Stnjktur 
entspricht" bedeutet im Sinne dieser Erfindung, daB das Epitop eines Antigens nach 
der Darmpassage von einem monoklonalen Antikdrper, Derivat oder Fragment 
davon oder dem Aptamer erkannt wird, der/das gegen dasselbe Antigen/Epitop 
gewonnen wurde oder an dieses bindet, welches die Darmpassage nicht passiert 
hat. Mit anderen Worten, das Epitop/Antigen, das vom o.g. Antikdrper bzw. 
Fragmenten oder Derivate davon oder Aptameren spezifisch gebunden wird, hat die 
Darmpassage hinsichtlich seiner Struktur unbeschadet oder im wesentlichen 
unbeschadet uberstanden und ist nicht degradiert worden. Als Quelle fur die native 
Struktur des Epitops/Antigens kann z.B, ein mit einer French-Press 
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aufgeschlossener Bakterienextrakt, der mit ubiichen Verfahren (vgl. z.B. Sambrook 
et al., .Molecular Cloning. A Laboratory Manual", 2. Auflage 1989, CSH Press, Cold 
Spring Harbor, USA) weiter aufgereinigt wurde. oder ein Bakterienlysat, das nach 
Standardverfahren weiter aufgereinigt wurde (2.B. Sambrook et al.. a.a.O.)i dienen. 

Der Begriff «nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der Struklur 
entspricht. gegen die ein Sauger nach Infektion oder Immunisierung mit dem Saure- 
resistenten MIkroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat davon oder einem 
Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem synthetischen Peptid 
Antikorper produziert" bedeutet erfindungsgemaB, daB das vom monoklonalen 
Antikorper, Fragment. Derivat oder Aptamer erkannte Epitop einem Epitop 
entspricht, das vom Immunsystem eines Saugers, vorzugsweise eines Menschen, 
prasentiert wird. Die Mechanismen der Antigen-Prasentation sowie Mechanism^n, 
die zur Prozessierung von Antigenen fuhren und die daraus resultiereif de 
Antikorpervielfalt sind im Stand der Technik bekannt und beispielsweise in Janeway 
und Travers, Immunologie, 2. Auflage 1997, Spektaim Akademischer Verlag GmbH, 
Heidelberg beschrieben. Diese Epitope konnen sich von den nativen Epitopen 
unterscheiden. Der Kontakt des Saugers mit den Mikroorganismen oder den 
Proteinen oder Fragmenten oder den synthetischen Peptiden kann durch naturiiche 
Infektion (auBer bei den synthetischen Peptiden) oder durch Immunisieaing 
erfolgen. Fur die Immunisierung konnen auch Extrakte, Lysate, synthetische Peptkle 
etc. des Mikroorganismus/Proteins herangezogen werden. Geeignete 
Immunisierungsschemata sind im Stand der Technik bekannt und beispielsweise 
beschrieben in Hariow und Lane, a.a.O. Geeignete Antikorper konnen 
t)eispielsweise auch durch Immunisierung und/oder Screening auf Surrogate wie 
synthetische Peptide, rekombinant hergestellte Proteine, Extrakte, Lysate oder 
partiell verdaute Proteine gewonnen werden. 



Der Begriff „spezifisch binder bedeutet erfindungsgemaB, daB der monoklonale 
Antikorper. das Fragment oder Derivat davon oder Aptamer keine oder im 
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wesentlichen keine Reaktivitat mit anderen Epitopen in Proben nicht infizierter 
Sauger aufweist. 

Der Begriff „wobei die Teile der Sauger gemaB (aa) und gemaB (ab) uberlappen 
konnen und in der Summe im wesentlichen die Gesamtanzahi der infizierten Sauger 
ausmachen" bedeutet, daB mindestens eines, gegebenenfalls aber auch zwei Oder 
mehr Epitope/Antigene im Stuhl auftreten, die von den monoklonaten Antikorpem. 
Fragmenten oder Derivaten Oder den Aptameren spezifisch gebunden werden und 
daB die monoklonaten Antikdrper, Fragmente oder Derivate Oder die Aptamere 
mindestens ein Epitop eines Antigens bei im wesentlichen jedem infizierten Sauger 
detektieren. Der Begriff „im wesentlichen die Qesamtzahr bedeutet dabei, daB die 
Epitope und damit eine entsprechende Infektion mit dem Mikroorganismus bei mehr 
als 70%, vorzugswelse mindestens 75%, starker bevorzugt mehr als 85%, 
besonders bevorzugt mehr als 90% und am meisten bevorzugt mehr als 95% der 
Betroffenen erfaBt werden kann. IdealenA^eise werden Infektionen bei 100% der 
Betroffenen nachgewiesen. 

Der Begriff ^ntigen-Antikorperkomplex" im Sinne dieser Erfindung umfaBt nicht nur 
Komplexe, die das Antigen mit dem nativen Antikdrper eingeht, sondern auch 
solche, die es mit dessen Fragmenten oder Derivaten eingeht. 

Oberraschenden/veise wurde erfindungsgemaB gefunden, daB mit einer limitierten 
Anzahl von monoklonalen Antikorpem, Fragmenten oder Derivaten davon oder 
Aptameren, die mindestens zwei verschiedene Epitope von verschiedenen 
Antigenen Saure-resistenter Mikroorganismen spezifisch binden, eine relativ sichere 
Diagnose der Infektion mit diesen Bakterien/Pathogenen durchgefuhrt werden kann. 
So konnen in dieser Ausfuhrungsform der Erfindung Antigene einer aufbereiteten 
Stuhlprobe bespielsweise an eine Festphase gebunden werden und das infizierende 
Agens mit der limitierten Anzahl von in maricierter Form voriiegenden monoklonalen 
Antikorpem, Fragmenten oder Derivaten davon oder Aptameren nachgewiesen 
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werden. Sofem das nach der Darmpassage vorliegende Antigen (noch) in di- Oder 
multimerer Form voriiegt, konnen die gleichen monoklonalen AntikSrper, Fragmente 
Oder Derivate davon Oder Aptamere sowohl als FSnger wie auch als Detektor 
eingesetzt werden, Diese Ausfuhrungsform umfaBt auch die Moglichkeit, daB ein 
Epitop nnehrmals auf derselben Untereinheit vorkommt. Die Erfindung schlieBt 
AusfOhrungsformen mit ein, in denen weitere Epitope, die die vorgenannten 
Eigenschaften aufweisen, von weiteren monoklonalen Antikorpem Oder Fragmenten 
Oder Derivaten davon oder von weiteren Aptameren erkannt werden. Auch kann ein 
Antigen von verschiedenen monoklonalen Antikorpem oder Aptameren, die dasselbe 
Oder unterschiedliche Epitope des Antigens erkennen, nachgewiesen werden. So 
konnen beispielsweise drei monoWonale Antikorper oder drei Aptamere drei 
unterschiedliche Epitope auf zwei Proteinfragmenten erkennen. Letztere 
Ausfuhrungsfomnen sind dazu geeignet, die Sicherheit bei der Steilung der Diagnose 
noch weiter zu erhohen. Im Falle hohergeordneter Staikturen, 2.B. von Dl- oder 
Multimeren, kann der gleiche monoklonale Antikorper auch mehrere Epitope im 
selben multimeren Protein im erfindungsgemaBen Verfahren binden. Beispiele 
derartiger Ausfuhrungsfonmen werden nachfolgend genauer beschrieben. 

UmfaBt von der Erfindung sind Ausfuhmngsfomnen, bei denen nur monoklonale 
Antikorper oder Fragmente oder Derivate davon oder nur Aptamere eingesetzt 
werden. wie auch AusfOhrungsformen, bei denen in einem Test unterschiedliche 
Arten von Nachweisreagenzien eingesetzt werden. So ist es mdglich, daB ein erster 
monoklonaler Antikorper mit einem zweiten Antikorperderivat oder ein erstes 
Aptamer mit einem zweiten Antikorperfragment eingesetzt wird, um nur zwei 
Beispiele zu nennen. Insofem bezeichnen die Begriffe „erste" und „zweite" das erste 
und zweite Nachweisreagens. Geineint ist dabei nicht, daB immer zwei Antikorper, 
Derivate oder Fragmente davon oder immer zwei Aptamere eingesetzt werden. 

Die erfindungsgemaBen Ergebnisse sind vor allem deshalb uberraschend, da der 
Stand der Technik hiervon weggelehrt hatte. So wurde beispielsweise bei H. pylori 
gefunden, daB Hauptantigene in ELISA-Tests nicht die gewunschte Spezifitat und 
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Sensitivitat aufweisen; vgL Newell et a!., Serodiag. Immunother. Infect Dis. 3 (1989), 
1-6. Daruber hinaus lehrt die EP-A 0 806 667, dal3 ein sicherer Nachweis von H. 
py/o/> I nfektionen mit monoklonalen Antikdrpem aufgrund der genetischen 
Variabilitat der H. py/ori-Stamme nicht moglich sei. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren 1st gegenuber dem erwahnten Stand der Technik 
insbesondere deshalb von Vorteil, da mit iedlglich zwei monoklonalen Antikdrpem 
Oder Fragmenten oder Derivaten davon Oder Aptameren eine relativ sichere 
Diagnose errndglicht wird. Vorzugsweise werden fur den Nachweis, beispielsweise 
Im ELISA Parchen von Antikdrpem, Fragmenten, Derivaten davon Oder Aptameren 
eingesetzt, wobel die beklen Antikdrper des Parchens dasselbe Oder 
unterschiediiche Epitope auf demselben Antigen binden. Beispielsweise bildet H. 
pylofhUrease muttimere Strukturen aus mehreren gletchen wie auch 
unterschiedlichen Untereinherten aus. Im ELISA oder anderen Assays konnen somit 
die gleichen Antikorper, Fragmente oder Derivate davon oder Aptamere als 
Fangerantikdrper/aptamere wie auch als Detektionsantikdrper/aptamere eingesetzt 
werden. Zum einen gewahrt die Ven/vendung von monoklonalen Antikdrpem, 
Fragmenten oder Derivaten davon oder von Aptameren einen leicht zu haltenden 
Standard be! der Zuveriasslgkeit des Diagnoseverfahrens, was ein groBer Vorteil im 
Vergleich zu bisher bekannten und fur diesen Zweck eingefuhrten 
Diagnoseverfahren ist. Weiterhin entfallt das beispielsweise im Verfahren der EP-A 0 
806 667 notwendige immer neue Immunisieren und nachfolgende Testen von 
Versuchstieren. Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist seine 
Ausgestaltung als direktes und nicht-invasives Verfahren, was die einleitend 
genannten Annehmlichkeiten fur den Patienten sowie die Zuverlassigkeit bei der 
Bestimmung des Krankheitsstadiums erhdht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der Saure-resistente Mikroorganismus ein 
Saure-resistentes Bakterium. 
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Im Stand der Technik ist eine Reihe von Saure-resistenten Bakterien bekannt. In 
einer besonders bevorzugten Ausfuhaingsfonn ist das Saure-resistente Bakterium 
ein Bakterium der Gattung Helicobacter oder der Gattung Mycobacterium Oder der 
Gattung Campylobacter. 

In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Bakterium ein 
Bakterium der Spezies Helicobacter pylori, Helicobacter hepaticum oder ein 
Bakterium der Spezies Mycobacterium tuberculosis oder ein Bakterium der Spezies 
Campylobacter jejuni oder Campylobacter pylori. 

In einer werteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Epitop des ersten Antigens 
ein Epitop einer Urease, z.B. einer a-Urease oder einer ^-Urease, und das Epitop 
des zwetten Antigens ein Epitop eines Hitzeschockproteins, einer Alkylhydroperoxid- 
Reduktase oder des 20kDa-Proteins (3-Dehydro-Qulnase Typ II), des 16,9kDa- 
Proteins (Neutrophile-aktivlerendes Protein) oder des 33,8 kDa-Proteins (Fruktose- 
Bisphosphat-Aldoiase). 

Oberraschenderweise wurde erfindungsgemaB gefunden, daB in einer Population 
von Saugern, insbesondere von menschlichen Patienten, deren Stuhl auf Infektionen 
mit Saure-resistenten Bakterien getestet wurde. im wesentlichen alle Mitglieder 
dieser Population mindestens eines der o.g. Epitope im Stuhl aufwiesen, so daB mit 
hoher Wahrscheinlichkeit mit einem Satz von nur zwei entsprechenden 
monoklonalen Antikdrpem, Fragmenten oder Derivaten davon oder Aptameren eine 
relativ sichere Diagnose gestellt werden kann. 

Besonders bevorzugt ist, daB die Urease die ^-Urease von H. pylori ist. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das 
Hitzeschockprotein ein Hsp60. 

Weiteriiin ist besonders bevorzugt, daB es sich bei dem Hsp60 um das Hsp 60 von 
H. pylori handelt. 
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In einer zusatzlich besonders bevorzugten Ausfuhmngsform ist die 
Alkylhydroperoxid-Reduktase das 26kDa-Protein von H. pylori. 

Auch ist bevorzugt, daB die weiteren vorstehend genannten Proteine Proteine von H. 
pylori sind. 

In einer weiteren (bevorzugten) Ausfuhrungsform umfaf3t das erfindungsmaBe 
Verfahren zum Nachweis einer Infektlon eines Saugers mit einem sdure-resistenten 
Mikroorganismus die folgenden Schritte, wobei man (a) eine Stuhlprobe des 
Saugers mit drei verschledenen monoklonalen Antikdrpem, Fragmenten oder 
Derivaten davon oder Aptameren unter Bedingungen inkubiert, die eine 
Komplexbiidung von Antigenen aus dem Saure-resistenten Mikroorganismus mit den 
Antikdrpem, Fragmenten odet Derivaten davon oder Aptameren eriauben, und 
wobei (aa) der erste monoklonake Antikdrper oder das Fragment oder Derivat davon 
Oder das erste Aptamer ein Epitop des ersten Antigens spezifisch bindet, das 
zumindest bei einem Teil der Sauger nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, 
die der nativen Struktur oder der Struktur entspricht, gegen die ein Sauger nach 
Infektion oder immunisierung mit dem Saure-resistenten Mikroorganismus oder 
einem Exlrakt oder Lysat davon oder einem Protein daraus oder einem Fragment 
davon oder einem synthetisclien Peptid Antikorper produziert; (ab) der zweite 
monoklonale Antikdrper oder das Fragment oder Derivat davon oder das zweite 
Aptamer ein vom Epitop des ersten Antigens verschiedenes Epitop eines zweiten 
Antigens spezifisch bindet, das zumindest bei einem Teil der Sauger nach der 
Darmpassage eine Struktur aufweist, die der nativen Struktur oder der Struktur 
entspricht, gegen die ein Sauger nach Infektion oder Immunisierung mit dem Saure- 
resistenten Mikroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat davon oder einem 
Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem synthetischen Peptid 
Antikdrper produziert; und (ac) der dritte monoklonale Antikdrper oder das Fragment 
Oder Derivat davon oder das dritte Aptamer ein vom Epitop des ersten und zweiten 
Antigens verschiedenes Epitop eines dritten Antigens spezifisch bindet, das 
zumindest bei einem Teil der Sauger nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, 
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die der nativen Struktur oder der Struktur entspricht, gegen die ein Sauger nach 
Infektion oder Immunisieaing mit dem Saure-resistenten Mikroorganismus oder 
einem Extrakt oder Lysat davon oder einem Protein daraus oder einem Fragment 
davon oder einem synthetischen Peptid Antikorper produziert. wobei die Teile der 
Sauger gemaB (aa), gemaB (ab) und gemaB (ac) uberlappen konnen und in der 
Summe im wesentlichen die Gesamtanzahl der infizierten Sauger ausmachen, und 
die Bildung mindestens eines Antigen-Antikorperkomplexes/Antigen- 
Aptamerkomlexes gemaB (aa), (ab) oder (ac) nachweist. 

Hinsichtlich der Deflnitionen und bevorzugten Ausfuhrungsformen dieses Verfahrens 
wird auf die vorstehend ertauterten AusfOhrungsfomien verwiesen. Die 
Eriauterungen zur Kombination verschiedenartiger Nachweisreagenzien beim 
Einsatz von mindestens zwei Nachweisreagenzien gelten hier entsprechend fur drei 
Nacliwelsregenzien. So kann ein erster monoklonaler Antikorper mit einem zweiten 
Fragment und einem dritten Aptamer im Test kombiniert werden. Diese Kombination 
bedeutet selbstverstandlich nicht, daB noch zwei weitere Aptamere im Test 
eingesetzt werden. Der Begriff .dritte" bezieht sich somit auf das dritte 
Nachweisreagens, unabhangig von dessen moglicher Struktur. Entsprechendes gilt 
fur die Begriffe .erste" und ,^eite''. 

Bevorzugt ist das Epitop des ersten Antigens ein Epitop einer Urease, vorzugsweise 
der p-Urease von H. pylori, das Epitop des zweiten Antigens ein Epitop eines 
Hitzeschockproteins, vorzugsweise von Hsp60, vorzugsweise aus H. pylori, und das 
Epitop des dritten Antigens ein Epitop einer Alkylhydroperoxid-Reduktase, 
vorzugsweise des 26kDa-Proteins von H. pylori. In anderen bevorzugten 
Ausfuhrungsformen sind die Epitope des zweiten und des dritten Antigens Epitope 
des 20kDa-Proteins (3-Dehydro-Quinase Typ II), des 1 6,9kDa-Proteins (Neutrophile- 
aktivierendes Protein) oder des 33,8 kDa-Proteins (Frnktose-Bisphosphat-Aldolase), 
in Kombination mit der Urease als erstem und ggf. dem Hsp60 oder dem 26kDa- 
Protein als zweiten oder dritten Antigen. In einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsform sind die Epitope des zweiten Antigens Epitope von Hsp60 und die 
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Epitope des dritten Antigens Epitope des 20kDa-Proteins (3-Dehydro-Quinase Typ 
II), des 1 6,9kDa-Proteins (Neutrophile-aktivierendes Protein) Oder des 33,8 kDa- 
Proteins (Fruktose-Bisphosphat-Aldolase). Weitere Ausfuhnjngsfonnen unter 
Nachweis von Kombinationen der vorstehend genannten Proteine bzw. deren 
Epitope, auch ohne Urease, sind mogllch. 

Bei Reihenuntersuchungen von Stuhlproben von mit H. pylori infizierten Patienten 
auf verschiedene H. py/on-spezifische Proteine (Urease, HSP60, Alkylhydroperoxld- 
Reduktase) mittels ELISA unter VenA/endung monoklonaier Antikdrper wurde 
gefunden, daB die Auffindbarkeit verschiedener Antigene in Stuhlproben 
verschiedener Patienten sehr inhomogen ist. Weiter fand sich uberraschenderweise, 
daB Kombinationen aus monokionalen Antikorpem, die teilweise uberlappende 
Epitope erkennen, fur den Nachweis dieser Antigene mittels Sandwich-ELISA eine 
sehr gute Eignung besaBen (siehe Tabelle 3). 

Die monokionalen Antikorper, Fragmente Oder Derivate davon Oder die Aptamere 
konnen erfindungsgemaB lineare Oder Konfomiationsepitope erkennen und 
spezifisch binden. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform bindet 
mindestens einer der monokionalen Antikorper bzw. eines der Fragmente, Derivate 
Oder Aptamere ein Konformationsepitop. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform binden samtliche monokionalen 
Antikdrper etc. Konformationsepitope. 

Im Epitop-mapping wurden 5 der im Stuhl-ELiSA besonders geeigneten murinen 
mAK (monokionalen Antikdrper) untersucht (Tabelle 3). UberraschendenAreise 
konnte bei drei dieser Antikorper kein lineares Epitop bestimmt werden. Daher wurde 
angenommen, daB diese mAK Konfomiationsepitope erkennen. Diese Aussage wird 
fur die anti-^Urease Antikorper durch die Immunblotergebnisse bestatigt, die 
zeigen, daB die denaturierte Urease nicht mehr oder nur sehr schwach erkannt wird 
(siehe Tabelle 2). 
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Die Erfindung betrifft in einer anderen AusfQhrungsform ein Verfahren zum Nachweis 
einer Infektlon mit Helicobacter pylori Im Stuhl eines Saugers, wobei man (a) eine 
Stuhlprobe mit mindestens zwei verschiedenen monoklonalen Antikdrpem, 
Fragmenten, Derivaten davon Oder Aptameren unter Bedingungen inkubiert, die eine 
Antigen-Antikdrper/Antigen-Aptamer-Komplexbiidung eriauben, wobei (aa) der erste 
monoklonale Antikorper, das Fragment, Derivat davon Oder das erste Aptamer 
spezifisch ^Urease Oder ein Fragment davon bindet; (ab) der zweite monoklonale 
Antikdrper, das Fragment, Derivat davon Oder das zweite Aptamer spezifisch das 
26kDa-Antigen Oder ein Fragment davon bindet Oder spezifisch Hsp60 Oder ein 
Fragment davon bindet; und (b) die Bildung mindestens eines Antigen- 
Antikdrperkomplexes/Antigen-Aptamerkomlexes gemaB (aa) oder (ab) nachwelst. 

Femer betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Nachweis einer Infektion mit 
Helicobacter pylori im Stuhl eines Saugers, wobei man (a) eine Stuhlprobe mit drei 
verschiedenen monoklonalen Antikdrpern, Fragmenten, Derivaten davon oder 
Aptameren unter Bedingungen inkubiert, die eine Antigen-Antikorper/Antigen- 
Aptamer-Komplexbitdung eriauben, wobei (aa) der erste monoklonale Antikdrper, 
das Fragment, Derivat davon oder das erste Aptamer spezifisch ^-Urease oder ein 

Fragment davon bindet; (ab) der zweite monoklonale Antikorper, das Fragment, 
Derivat davon oder das zweite Aptamer spezifisch Hsp60 oder ein Fragment davon 
bindet; und (ac) der dritte monoklonale Antikdrper, das Fragment, Derivat davon 
Oder das dritte Aptamer spezifisch das 26kDa-Antigen Oder ein Fragment davon 
bindet; und (b) die Bildung mindestens eines Antigen-Antikorper/Antigen-Aptamer- 
Komplexes gemaB (aa), (ab) oder (ac) nachweist. 



Hinsichtlich der verwendeten Definitionen und anwendbaren bevorzugten 
AusfQhrungsfonnen wird auf die vorherigen Eriauterungen hingewiesen. 
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Die genannten Proteine in den beiden vorstehenden Ausfuhrungsfomnen sind 
selbstverstandlich H. pylorhProtelne. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhmngsform ist der HspSO-spezifische Antikorper 
der von dem bei der Deutschen Sammlung von IVIikroorganismen und Zellkulturen 
(DSMZ) am 23. Juni 1998 nach den Statuten des Budapester Vertrages unter der 
Hinterlegungsnummer DSM ACC2356 hinterlegten Hybridom HP16m/2A5-E6-E5 
produzierte Antikorper. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist der 26kDa-Antigen-spezifische 
Antikorper der von dem bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen (DSMZ) am 23. Juni 1 998 nach den Statuten des Budapester Vertrages 
unter der Hinterlegungsnummer DSM ACC2355 hinterlegten Hybridom HP15m/3E8- 
D9-D6 produzierte Antikorper. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsfonm ist der ^-Urease-spezifische 

Antikorper der von etnem der bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen (DSMZ) am 23. Juni 1998 nach den Statuten des Budapester 
Vertrages unter den Hinterlegungsnummem DSM ACC2360 Oder DSM ACC2362 
hinterlegten Hybridomen HP8m/4H5-D4-C9 Oder HP9.1m/3C2-F8-E2 produzierte 
Antikorper. Der in den Beispielen/Figuren beschriet>ene ^-Urease-spezifische 
Antikorper HP8m/1H5-G2-B4 wird durch einen Tochterklon des hinterlegten 
Hybridoms HP8m/4H5-D4-C9 produziert. Die beiden durch Mutter- und Tochterklon 
produzierten Antikorper werden durch identische DNA-Sequenzen kodiert und 
weisen dieselben Eigenschaften auf. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die schwere Kette des ein 
Hsp60-Epitop bindenden Antikorpers mindestens eine der folgenden CDRs, 
vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs auf: 
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CDR1: GFSLSRYSVH 

CDR2: MIWGGGSTDYNSGLKS 

CDR3: NMGGRYPDYFDY 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die die schwere 
Kette des ein Hsp60-Epitop bindenden Antikdrpers kodierende DNA-Sequenz 
mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt 
alle drei folgenden CDRs auf: 

CDR1 : GG GTTCTCATTA TCCAGATATA GTGTACAC 

CDR2: ATGATATGGG GTGGTGGAAG CACAGACTAT AATTCAGGTC 

TCAAATCC 

CDR3: AATATG GGGGGTAGGT ACCCGGACTA CTTTGACTAC 



In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die ieichte Kette 
des ein Hsp60-Epitop bindenden Antikdrpers mindestens eine der folgenden CDRs, 
vorzugsweise die CDRS und weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs auf: 

CDRl: RASKSVSTSGYSYIH 

CDR2: LASNLES 

CDRS : QHSRELPLT 



Weiterhin weist in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform die die Ieichte 
Kette dieses Antikdrpers kodierende DNA-Sequenz mindestens eine der folgenden 
CDRs, vorzugsweise die CDRS und weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs auf: 

CDRl: A GGGCCAGCAA GAGTGTCAGT ACATCTGGCT ATAGTTACAT 

ACAC 

CDR2: C TTGCATCCAA CCTAGAATCT 

CDRS: CAGC ACAGTAGGGA GCTTCCGCTC ACG. 
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In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhmngsform des erfindungsgemaBen 
Verfahrens weist die schwere Kette des ein 26kDa-Protein bindenden Antikdrpers 
mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt 
aile drei folgenden CDRs auf: 

CDR1 : GFTFNSYAMY 

CDR2: RIRSKSDNYATYYANSVKD 

CDR3: DHDKFPFYYALDY 

In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhmngsfonn weist die die schwere 
Kette des ein Epitop des 26kDa-Proteins bindenden Antikdrpers kodierende DNA- 
Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise <ii^ CDRS und weiter 
bevorzugt alle drei folgenden CDRs auf: 

CDR1 : GG TTTCACCTTC AATTCCTATG CCATGTAC 

CDR2: CGCATAAGAA GTAAAAGTGA TAATTATGCA ACATATTATG 

CCAATTCAGT GAAAGAC 

CDR3: GATCATG ATAAGTTTCC I 1 1 1 lACTAT GCTCTGGACT AC 

In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen 
Verfahrens wird ein Antikorper. Fragment Oder Derivat davon eingesetzt, dessen 
leichte Kette des ein 26kDa-Protein bindenden Antikdrpers mindestens eine der 
folgenden CDRs. vorzugsweise die CDRS und weiter bevorzugt alle drei folgenden 
CDRs aufweist: 

CDR1: TASSSVSSSYLH 
CDR2: STSNLAS 
CDRS: HQYHRSPPT 
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Weiterhin weist die die ieichte Kette dieses Antikdrpers Icodierende DNA-Sequenz in 
einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform mindestens eine der 
folgenden CDRs. vorzugsweise die CDR3 und waiter bevorzugt alle drei folgenden 
CDRs auf: 

CDR1 : A CTGCCAGCTC AAGTGTGAGT TCCAGTTAGT TGCAC 

CDR2: AGGACTTCCA ACCTGGCTTC T 

CDR3: CAC CAGTATCATG GTTCCCCACC GACG 

In einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgema3en 
Verfahrens weist die scliwere Kette des ein Epitop der ^-Urease bindenden 
Antil(drpers mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDRS und 
weiter t)evorzugt aile drei folgenden CDRs auf: 

CDR1: GFTFSSHFMS 

CDR2: SISSGGDSFYPDSLKG 

CDR3: DYSWYALDY 

Oder: 

CDR1: GYAFSTSWMN 

CDR2: RIYPGDGDTNYNGKFKG 

CDR3: EDAYYSNPYSLDY 

In einer weiterhin besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die die schwere 
Kette des ein Epitop der B-Urease bindenden Antil(drpers kodierende DNA-Sequenz 
mindestens eine der folgenden CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt 
alle drei folgenden CDRs auf: 

CDR1 : GG CTACGCATTC AGTACCTCCT GGATGAAC 

CDR2: GGGATTTATC CTGGAGATGG AGATACTAAC TACAATGGGA 

AGTTCAAGGG C 
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CDR3: GAG QATGCCTATT ATAGTAACCC CTATAGTTTG GACTAC 
Oder: 

CDR1 : GG ATTCAC7TTC AGTAGCCATT TCATGTGT 

CDR2: TCCATTAGTA GTGGTGGTGA CAQTTTCTAT CCAGAGAGTC 

TGAAGGGC 

CDR3: GACTAC TCTTGGTATG CTTTGGACTA C 

tn einer anderen besonders bevorzugten Ausfuhaingsform des erfindungsgemaBen 
Verfahrens weist die leichte Kette des ein Epitop der p-Urease bindenden 
Antikdipers mindestens eine der foigerKlen CDRs, vorzugsweise die CDR3 und 
weiter bevorzugt a\le drei foigenden CDRs auf: 

CDR1: RASQSIGTRIH 

C0R2: YGSESIS 

CDR3: QQSNTWPLT 

Oder: 

CDR1: HASQNINVWLS 

CDR2: KASNLHT 

CDR3: QQGRSYPLT 

Des weiteren weist die die leichte Kette dieses Antil<drpers Icodierende DNA- 
Sequenz bevorzugt folgende CDRs auf: 

CDR1 : A GGGCCAGTCA GAGCATTGGC ACAAGAATAC AC 

CDR2: TAT GGTTCTGAGT CTATCTCT 

CDR3: CAACAA AGTAATACCT GGCCGCTCAC G 

Oder. 

CDR1 : C ATGCCAGTCA GAACATTAAT GTTTGGTTAA GC 

CDR2: AAG GCTTCCAACT TGCACACA 



wo 00/26671 



24 



PCT/EP99/08212 



CDR3: CAACAG GGTCGAAGTT ATCCTCTCAC G 

Besonders bevorzugt ist femer, daB die schweren und leichten Ketten, die die 
vorstehend angegebenen CDRs aufweisen, gemeinsam in einem Antikorper, 
Fragment Oder Derivat davon auftreten, der/das Hsp60, das 26kDa-Protein Oder die 
B-Urease, Oder ein Fragment davon, vorzugsweise aus H. pylori spezifisch bindet. 
Die Erfindung umfaBt jedoch auch Ausfuhrungsformen, in denen diese schweren 
Oder leichten Ketten mit anderen leichten bzw. schweren Ketten kombiniert werden. 
wobei die Bindungseigenschaften im wesentlichen beibehalten Oder verbessert 
werden konnen. Entsprechende Verfahren sind im Stand der Technik bekannt. 
Besonders bevorzugte Antikorper weisen in den variablen Regionen der leichten und 
schweren Ketten die in den Figuren 1 und 2, den Figuren 3 und 4, den Figuren 5 und 
6 Oder den Rguren 7 und 8 dargestellten Aminosauresequenzen auf bzw. werden 
die Regionen von den dort dargestellten DNA-Sequenzen kodiert. 

In einer t)evorzugten Ausfuhrungsform werden mit der Stuhlprobe vor der Inkubation 
mit den Antikorpem folgende Schritte durchgefuhrt: Die Stuhlprobe wird 1 :3 bis 1 :25, 
vorzugsweise etwa 1:10 in einem Resuspendierungspuffer resuspendiert und 
daraufhin auf einem Vortexmixer gemischt. Ein Beispiel fur einen 
Resuspendiemngspuffer ist, 150 mM PBS, 0,1% SDS. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt der Nachweis der Bildung 
des mindestens einen Antigen-Antikorperkomplexes/Antigen-Aptamerkomplexes in 
Schritt (b) mittels eines immunologischen Verfahrens. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt der Nachweis der Bildung des 
mindestens einen Antigen-Antikorperkomplexes/Antigen-Aptamerkomplexes in 
Schritt (b) mittels ELISA, RIA, Western Blot Oder eines immunchromatographischen 
Verfahren. 
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Derartige Verfahren sind an sich im Stand der Technik bekannt; vgl. Harlow und 
Lane, a.a.O. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhmngsform des erfindungsgemaSen 
Verfahrens wlrd im immunoiogischen Verfahren, insbesondere Im RIA oder im 
ELISA derselbe Antik6rper oder dessen Fragment oder Derivat oder das Aptamer 
zur BIndung an die Festphase wie auch zum Nachweis des Epitops eingesetzt. 
Wahrend der Fangerantikdrper/das FSngeraptamer In unmodlflzierter Form an die 
Festphase, belsplelsweise eine Mikrotlterplatte, gebunden werden kann, 1st der zur 
Detektlon eingesetzte Antikorper, das Fragment oder Derivat davon bzw. das 
Aptamer gegebenenfalls mit einer Markierung versehen. Andererseits kann dieser 
Antikdrper, das Fragment oder Derivat davon oder dieses Aptamer ebenfalls nicht 
markiert sein und damit das Epitop des MIkroorganismus, vorzugsweise das 
bakterlelle Epitop auch uber einen dritten markierten Antikdrper, das Fragment oder 
Derivat davon ein drittes marklertes Aptamer nachgewiesen werden, wobei dieser 
Antikorper, das Fragment oder Derivat davon oder dieses Aptamer ein 
speziesspezlfischer oder Ig-klassenspezlfischer Antikdrper oder ein entsprechendes 
Aptamer sein kann. Marklerungen von Antlkdrpem, belsplelsweise mit radioaktiven 
Oder fluoreszlerenden Markem sInd im Stand der Technik bekannt; vgl. Harlow und 
Lane a.a.O. Entsprechendes gilt fur Aptamere. Die vorstehend beschriebenen 
AusfQhmngsform 1st besonders gunstig zum Nachweis der Urease, vorzugsweise p- 
Urease, die ggf. auch nach der Darmpassage noch als Dimer, ggf. In multimerer 
Ausfuhrung vorliegt. Selbstverstandllch konnen auch in dieser Ausfuhrungsfomn 
Kombinatlonen von Antikorpem, Fragmenten, Derivaten und Aptameren eingesetzt 
werden, z.B. Kombinatlonen von Antikorpem etc., die an unterschiedliche Epitope 
desselben Antigens binden. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
ist der monoklonale Antikorper ein Maus-Antikorper. 
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Des weiteren sind in einer bevorzugten AusfQhrungsform die Antilcdrper, Fragmente 
Oder Derivate davon oder die Aptamere an einen Trager fixiert. 

Die Rxieaing der Antikorper, Fragmente Oder Derivate davon oder der Aptamere an 
einen Trager ist besonders vorteiliiaft fur die Durchfuhrung von Routinechecks. Die 
Kombination Antikorper-Trager/Aptamer-Trager laBt sich femer gut als Testbesteck 
Oder in Kitform verpacken. 

In einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform ist das Tragemriaterial ein poroses 
Trggermaterial. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsfonn ist das Tragenmaterial 
ein Teststreifen. 

Zusatzlich besteht in einer bevorzugten Ausfuhrungsfonn das Tragemiateriai aus 
Zellulose oder einem Zellulosederivat 

Der Sauger, dessen Stuhl mit dem erfindungsgemSBen Verfahren untersucht 
werden kann, kann ein Tier, beispielsweise ein Haustier wie eine Katze oder ein 
Hund, ein Nutztier, z.B. ein Schwein oder ein sonstiges Tier wie eine Maus. ein Tiger 
Oder ein Frettchen sein. 

In einer t)evorzugten AusfQhrungsform ist der Sauger ein Mensch. 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung einen monoklonaler Antikorper, ein Fragment 
Oder Derivat davon. der/das eine V-Region aufweist, die eine Kombination der 
vorstehend dargestellten CDRs aufweist oder der von einem der vorstehend 
dargesteliten Hybridomen produziert wird. 
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Bevorzugt ist dabel ein monoklonaler Antikorper, Fragment oder Derivat davon, 
der/das mindestens eine der in den Figuren 1 bis 8 dargestellten V-Regionen 
aufweist. Vorzugsweise weist dieser Antikorper zwei der in den Figuren 1 und 2, 3 
und 4, 5 und 6 Oder den Figuren 7 und 8 dargestellten V-Regionen auf. Auch ist 
bevorzugt. dal3 diese V-Regionen von den in den Rguren 1 bis 8 dargestellten DNA- 
Sequenzen kodiert werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist der monoklonale 
Antikorper, das Fragment Oder Derivat davon ein Maus-Antikorper oder ein 
Fragment oder Derivat davon oder ein chimarer, vorzugsweise ein humanisierter 
Antikorper Oder ein Fragment oder Derivat davon. Das Derivat kann auch ein 
Fusionsproteln sein. Welter bevorzugt ist. daB der Antikorper markiert ist, 
beispieisweise mit einem Kolloid, mit einer radioaktiven, fluoreszierenden, 
phosphoreszierenden oder chemiiuminiszierenden Markierung. 

Die Hersteliung von chimarisierten humanisierten und humanen Antikdrpern und der 
anderen Derivate ist im Stand der Technik wohlbekannt (z.B. Vaughan et al.,1998; 
Oriandi et al., 1989. Hariow und Lane, a.a.O.). 

Die Erfindung betrifft auch ein Aptamer, das dasselbe Epitop wie der monoklonale 
Antikorper. das Fragment oder Derivat davon spezifisch bindet. Die Hersteliung 
derartiger Aptamere kann mit im Stand der Technik bekannten Verfahren erfolgen. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Epitop, das von einem der vorstehend 
beschriebenen monoklonalen Antikorper. Fragment oder Derivat davon oder 
Aptamer spezifisch gebunden wird. 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung weitere Antikorper, Derivate oder Fragmente 
davon, die das erfindungsgemaBe Epitop spezifisch binden. Diese Antikorper 
konnen beispieisweise monoklonale Antikorper sein, die unter VenAfendung des 
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Epitops als Hapten/Bestandtetl eines Antigens nach ubiichen Verfahren hergestellt 
warden kdnnen. 

Die vorliegende Erflndung betrifft daruber hinaus eine diagnostische 
Zusammensetzung enthaltend mindestens zwei monoklonale Antikoiper, Fragmente 
Oder Derivate davon Oder Aptamere wie oben stehend definiert, gegebenenfalls 
fixiert an ein Tragemiaterial. 

Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung eine Testvomclitung zum Nachweis 
mindestens eines wie oben stehend definierten Epitops, umfassend (a) mindestens 
zwei monoklonale Antikorper, Fragmente Oder Derivate davon Oder Aptamere wie 
obenstehend definiert, fixiert an ein Tragemiaterial; (b) eine Vonichtung zur 
Aufbereitung und Analyse von Stuhlproben und gegebenfalls (c) ein Gemisch von 
mindestens zwei monoklonalen Antikorpem, Fragmenten oder Derivaten davon oder 
Aptameren. 

Die Erfindung hat femer zum Gegenstand eine Testvonichtung enthaltend (a) 
mindestens zwei monoklonale Antikorper, Fragmente oder Derivate davon oder 
Aptamere wie obenstehend definierii. wobei die Antikorper, Fragmente oder Derivate 
davon oder Aptamere konjugiert mit kolloidalem Gold, Latexpartikein oder anderen 
farbgebenden Partikein sind, deren GroBe typischenweise im Bereich zwischen 5nm 
und 100nm, vorzugsweise zwischen 20nm und 60nm liegt; (b) eine Vorrichtung zur 
Aufbereitung und Analyse von Stuhlproben und gegebenfalls (c) ein Gemisch von 
mindestens zwei monoklonalen Antikorpem, Fragmenten oder Derivaten davon oder 
Aptameren. 

Daruber hinaus betrifft die voriiegende Erfindung einen Kit enthaltend (a) mindestens 
zwei monoklonale Antikorper, Fragmente oder Derivate davon oder Aptamere wie 
obenstehend definiert, gegebenenfalls fixiert an ein Tragemiaterial; gegebenenfalls 
(b) eine Vonichtung zur Aufbereitung und Analyse von Stuhlproben und 
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gegebenfalls (c) ein Gemisch von mindestens zwel monoklonalen Antikorpem, 
Fragmenten Oder Derivaten davon Oder Aptameren. 

Die Erfindung betrifft auch eine Zusammensetzung enthaltend mindestens einen der 
vorstehend beschriebenen Antikorper oder eines der vorstehend beschriebenen 
Fragmente, Derivate oder Aptamere, gegebenenfalls in Kombination mit einem 
phannazeutisch vertraglichen Trager und/oder Verdunnungsmittel. Die 
Zusammensetzung ist vorzugsweise ein Arzneimittel. 

Beispiele fur geeignete pfiarmazeutisch vertragliche Trager sind dem Fachmann 
bekannt und umfassen Phosphat-gepufferte Kochsalzlosungen, Wasser, Emulsionen 
wie z.B. 6l/Wasser-Emulsionen, verschiedene Arten von Detergenzien, sterile 
Losungen, etc. Arzneimittel, die solche Trager umfassen, kdnnen mittels bekannter 
konventioneller Methoden formuliert werden. Diese Arzneimittel konnen einem 
Individuum in einer geeigneten Dosis verabreicht werden, z.B. in einem Bereich von 
1//g bis 100 mg pro Tag und Patient. Die Verabreichung kann auf verschiedenen 
Wegen erfolgen, z.B. intravends, introperitoneal, subkutan, intramuskular, lokal oder 
intrademnai. Die Art der Dosierung wird vom behandelnden Arzt entsprechend den 
klinischen Faktoren bestimmt. Es ist dem Fachmann bekannt, daB die Art der 
Dosierung von verschiedenen Faktoren abhangig ist, wie z.B. der GroBe, der 
Korperoberflache. dem Alter, dem Geschlecht oder der allgemeinen Gesundheit des 
Patienten, aber auch von dem speziellen Mittel, welches verabreicht wird, der Dauer 
und Art der Verabreichung und von anderen Medikamenten, die moglichenweise 
parallel verabreicht werden. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung eine Packung enthaltend die erfindungsgemaQe 
diagnostische Zusammensetzung, die erfindungsgemaBe Testvonichtung oder den 
erfindungsgemaBen Kit. 

Die Bestandteile der erfindungsgemaBen diagnostischen Zusammensetzung, der 
erfindungsgemaBen Testvonichtung und/oder des erfindungsgemaBen Kits konnen 
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in Behditem. wie beispieisweise Raschchen oder Rohrchen, gegebenenfalis in 
Puffem und/oder Losungen veipaclct sein. Unter Umstanden iconnen eine oder 
mehrere der Bestandteile in ein- und demselben Behalter verpackt sein. 

Die Figuren zeigen: 

Fig. 1: DIMA-Sequenz, die fOr eine leichte Kette eines fur HSP60 spezifischen 
monoldonaien Antikdrpers (DMS ACC2356) kodiert. Die DMSZ- 
Hintertegungsnummer bezieht sich hier wie auch sonst in der Anmeldung auf das 
den monoklonalen Antikorper produzierende Hybridom. Die kodierte 
Aminosauresequenz ist ebenfalls dargesteilt. 

Fig. 2: DNA-Sequenz. die fOr eine schwere Kette eines fur iHSP60 spezifischen 
monoklonalen Antikdrpers (DMS ACC2356) kodiert. Die kodierte 
Aminosauresequenz ist ebenfalls dargesteilt. 

Rg. 3: DNA-Sequenz, die fur eine leichte Kette eines fOr 26kDa-Protein spezifischen 
monoklonalen Antikdrpers (DMS ACC2355) kodiert. Die kodierte 
Aminosauresequenz ist ebenfalls dargesteilt. 

Fig. 4: DNA-Sequenz, die fiir eine schwere Kette eines fur 26kDa-Protein 
spezifischen monoklonalen Antikdrpers (DMS ACC2355) kodiert. Die kodierte 
Aminosauresequenz ist ebenfalls dargesteilt. 

Rg. 5: DNA-Sequenz. die fur eine leichte Kette eines ersten fur Urease spezifischen 
monoklonalen Antikdrpers (DMS ACC2360) kodiert Die kodierte 
Aminosduresequenz ist ebenfalls dargesteilt. 
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Rg. 6: DNA-Sequenz, die fur eine schwere Kette eines ersten fur Urease 
spezifischen monoklonaien Antikdrpers (DMS ACC2360) kodiert. Die kodierte 
Aminosduresequenz ist ebenfalls dargestellt. 

Fig. 7: DNA-Sequenz, die fur eine leiclite Kette eines zweiten fur Ureeise 
spezifischen monoklonaien Antikorpers (DMS ACC2362) kodiert. Die kodierte 
Aminosauresequenz ist ebenfalls dargestellt. 

Fig. 8: DNA-Sequenz, die fur eine schweren Kette eines zweiten fur Urease 
spezifischen nnonoklonaien DMS ACC2362) kodiert. Die kodierte 
Aminosauresequenz ist ebenfalls dargestellt. 



Die Beispiele eri&utem die Erfindung. 

Beispiel 1 : Isolierung von H. py/or^Antigenen 

Kuitivierung von H. pylori 

H. pylori (Stamm NCTC 11637) wurde in Petri-Schalen auf Wilkins-chalkern Agar 
unter Zusatz von 10% Pferdeblut sowie Amphotericin B, Vancomycin und Cefsoludin 
(Sigma Chemicals) ausgestrichen und 3-4 Tage in mikroaerophiler Atmosphare 
(Anaerocult GasPAk, Merck) bei 37^C inkubiert. Der Inhalt von 2 Schalen wurde in 
350ml BHIB-Medium unter Zusatz der Antibiotika wie oben in einer 11 Flasche 
(Schott) suspendiert, das Medium fur lOmin mit einem Gasgemisch aus 10% CO2, 
5% O2, 85% N2 begast und die Flasche verschlossen. Die Kultur wurde fur 2 Tage 
bei 37 auf einem Rundschuttler geschuttelt, nach 24h wurde der VerschluB der 
Rasche geoffnet. Der Inhalt der Rasche wurde anschlieBend steril in eine 101 
Flasche gegeben, mit 4,71 BHIB-Medium aufgefullt, das Medium fur lOmin mit einem 
Gasgemisch aus 10% CO2, 5% O2, 85% N2 begast und die Flasche verschlossen. 
Wiederum wurde fur 2 Tage bei 37^C auf einem Rundschuttler geschuttelt, nach 24h 
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wurde der VerschluB der Flasche ge6ffnet. Das gesamte Volumen wird daraufhin bei 
HOOOg fOr 10 min zentiifugiert, Uberstand dekantiert und das Bakterienpellet 
gewogen. Zur Lagerung wurde der Pellet In einer physiologischen Kochsalzldsung 
unter Zusatz von 15% Glycerin Im Verhaltnis 2:1 (Gew.:Vol.) resuspendiert und bei 
-80*C eingefroren. Urn die Identitat der kultivierten Bakterien zu uberprufen wurde 
eine visuelle Inspektion der Bakterien sowie Tests auf Urease-, Oxidase und 
Katalase-Aktivitat durchgefuhrt. Die Freiheit von Kontamination wurde durch Kultur 
von etwas Suspension, entnommen vor dem Einfrieren, bei 37*C an Luft fur 48h 
belegt 

Beispiel 2: Allgemeine Vorgehenswelse zur Auswahl geelgneter Antigene zur 
Detektion auf Mikroorganismen 

Nach Aufzucht wird ein Lysat des Mikrot :c;anismus hergestellt. Die Auftrennung des 
Lysats erfolgt mittels Gelfiltration. AnschlieBend werden diejenigen Proteine isoliert, 
die in dem Lysat in groBer Menge vorliegen. Diese Proteine werden mittels 
Proteinsequenzierung und den Vergleich mit Sequenzen aus geeigneten 
Datenbanken identifizlert. HIerdurch kdnnen charakteristische bzw. spezifische 
Proteine fur den jeweiligen Mikroorganismus ermittelt werden. Fur diese 
ausgew§hlten Antigene wird dann ein geeignetes Reinigungsschema entwickelt 

Beispiel 3: Praparation von H. pylori Urease, Aiicylhydroperoxid-Reduktase 
und HSP60 

Die Praparation der drei H. py/orf-Antigene Urease, Alkylhydroperoxid-Reduktase 
und HSP60 entspricht einer Modifikation einer bekannten Methode (Eschweiler et 
al., 1993). Gefrorenes Bakterienpellet wurde im Verh§ltnis 1:2 (Gew.:Vol.) mit 10% 
Butanol versetzt, auf einem Uber-Kopf-Mischer bis zum vollstandigen Auftauen und 
ca. 15min weitergeschuttelt. Nacfi Sedimentation fur 20min bei 20.000g, 4°C, wurde 
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der Uberstand dekantiert und das Pellet emeut fur SOmin mit 10% Butanol wie oben 
extrahiert. Nach emeuter Sedimentation analog wie oben wurden die UberstSnde 
vereinigt und das Pellet zur weiteren Venwendung eingefroren. 

Isolierung von Urease und AIliylhydroperoxId-Reduktase (als Oligomere) 

Die verelnigten klaren OberstSnde wurden durch 0,8//m Filter filtriert und sofort auf 
Source Q 16/10-Saule (mit 20mM HEPES, pH7.0, equilibriert) Qberfiihrt. Mit 20mM 
HEPES, pH7.0, 2M NaCI eluierte Fraktionen wurden unmittelbar mittels eines 
Schnelltests auf Urease-Aktivitat Qberpruft (4ml 1M Hamstoff, 1ml 0,2M HEPES. 
pH7,0 sowie SOa/I einer L6sung von 5g/l Phenolrot wurden vemiischt und mit aqua 
dest. auf 20ml aufgefullt. 100//I dieser Losung wurden anschlleBend mit der gleichen 
Menge einer Fraktion in ein Reagenzglas gegeben. Der Farbumscfilag von gelb 
nach rot zeigte die Anwesenheit von Urease an). Urease-positive Fraktionen wurden 
auf eine mit Sephacryl S200 50/100 (Pharmacia) gefullte Chromatographiesaule 
gegeben und aufgetrennt (Puffer. 50mM Tris, lOOmM NaCI, 0,05% NaNg. pH 7,3). 
Die Proteinkonzentration im Auslauf wurde durch Messung der optischen Dichte bei 
280nm Qbenwacht Die Fraktionen des ersten Protein-Peaks enthielten oligomere 
Urease (Molekulargewtoht ca. 550-600 kDa). gefolgt von einem zweiten Peak, das 
der Alkylhydroperoxid-Reduktase (ebenfalls als Oligomer) zuzurechnen war. 
Uberschneidende Fraktionen wurden verworfen. reine Fraktionen (Uberprufung 
durch Elektrophorese auf Polyacrylamid-Gel) vereinigt und im Vakuum (Speed-Vac) 
Oder durch Ultrafiltration eingeengt. Alkylhydroperoxid-Reduktase-Fraktionen, die 
noch grdBere Mengen Urease enthielten. wurden nachgereinigt mit Hilfe einer p- 
Urease AffinitatssSule (Antikorper Hp8m/1 H5-G2B4, Connex, auf CNBr-aktivierter 
Sepharose 4B-Matrix, Amersham Phamiacia, Kopplung nach Angaben des 
Herstellers). 

Isolierung von HSP60 (als Oligomer) 

Das HSP60 Antigen konnte nicht in ausreichender Quantitat mit der oben 
beschriebene Butanol-Extraktionsmethode gewonnen werden, Deshalb wurden die 
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Bakterien mit Uttraschall aufgeschlossen. Frisches Bakterienpellet oder das nach der 
Exlraktion mit 10% Butanol erhaltene Pellet wurde aufgetaut, im Verhaltnis 1:10 in 
150mM PBS, pH 7,5 resuspendiert und in einem Falcon-Rohrchen auf Bswasser in 
einem Sonikator (Sonifire) auf Stufe 25-30% (Stufe 7) Ultraschall-behandelt (4x90s 
mit je 90s Pause). Nach Zentrifugation bei 20.000g fur 40min wurde der Oberstand 
auf eine mit Sephacryl S200 50/100 (Pharmacia) gefullte Chromatographiesaule 
aufgetragen und aufgetrennt (Puffer: 50mM Tris, lOOmM NaCI. 0,05% NaNs, pH7,3). 
HSP60 koeluierte mit Urease, daher wurden Urease-positive (siehe oben) 
Frakdonen vereinigt und auf einer ^-Urease Affinitatssdule (siehe oben) 
nachgereinigt. 

Beispiel 4: Herstellung polyMonaler und monoMonaler Antikdrper (pAK; mAK) 
gegen H. py/or/-spezif ische Antigene 

Polyklonale Antiseren wurden von pab Productions (Hebertshausen) nach 
Standardverfahren gegen wie oben gereinigte Antigene hergestellt. Die Herstellung 
monoklonaler Antikorper erfolgt nach Methoden. die dem Fachmann bekannt sind 
(Harlow & Lane, 1988; Peters & Baumgarten, 1990). 

Immunisierung 

Als Immunogen eingesetzt wurden die gereinigten Proteine Urease, HSP60 und 
Alkylhydroperoxid-Reduktase sowie rekombinante a- und p-Urease (Austral 
Biologies). Pro Immunogen wurden 4-6 Mause (BALB/c x C57 Black, F1 -Generation, 
8-12 Wochen alt) immunisiert (Priming) und in Abstanden von ca. vier Wochen 3-4x 
geboostet. Pro Injektion wurden 200-300//I Antigenlosungen (25-50/yg Antigen/Tier) 
im Verhaltnis 1:1 mit kompletten (Priming) bzw. inkompletten (Boost) Freundschen 
Adjuvans (Difco) emulglert und 100//I/Maus intraperitoneal injiziert. Vor der Fusion 
wurde den Mausen retroorbital Blut entommen und aus dem daraus gewonnenen 
Antiserum der Antikorpertiter mittels Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA. 
siehe unten) bestimmt. 
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Fusion und Fusionsscreening 

2-3 Tage nach dem letzten Boost wurden die Milz-Zellen der immunisierten Mause 
mit den Myelomzellen P3x63Ag8.653 (ATCC CRL-1580; Kearney et al., 1979) Im 
Verhaitnis 5:1 mit Poiyethylenglykol 4000 fusioniert. Die fusionlerten Zelien wurden 
in Klonierungsmedium (RPMI 1640 Medium+ 20% FCS + 200U IL-6/ml) mit 
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin-Supplement (lOOx Konzentrat. Sigma) 
suspendiert und mit einer Zelldichte von 2-6x10* Zellen/Napf auf 96-Napf- 
Mikrotiterplatten in Kultur genommen (37°C, 6% CO2 und 95% relativer 
Luftfeuchtigkeit). 

Nach ca. 10 Tagen wurde der Kulturuberstand im ELISA (siehe unten) auf das 
Vorhandensein von AntikSrpem der gewunschten Spezifitat gescreenL 

Etablierung und Kultivierung der Hybridome 

Klone, die antigenspezifische Antikorper produzieren, wurden zweimal nach dem 
Prinzip der Grenzverdunnung (Limiting Dilution) (Coller & Coller, 1983) in 
Klonierungsmedium mit Hypoxanthin-Thymidin-Supplement (lOOx Konzentrat. 
Sigma) reklonlert. Der monoklonale Endklon wurde anschlieBend an die 
Flachflaschenkultur in RPMI 1640 Medium mit 10%FCS adaptiert und fur die 
Kryokonservlerung von 5-10 Aliquots mit je 2-5x10® Zellen und die Produklion von 
antikorperhaltigen Kulturuberstdnden expandlert. 

EUSA 

Fur die TIterbestimmung und den Test der Kulturuberstande auf antigenspezifische 
Antikorper wurde der direkte ELISA gewahlt. Die Beschichtung der ELISA-Platten 
(MaxiSorb; Nunc) erfolgte u.N. bei 5°C mit einer Antigensuspenslon (2-6 jjQ 
Antigen/ml Carbonatpuffer. 0,1 M, pH9,5). Zur Blockade der noch freien 
Bindungsstellen wurden 200//I PBS mit 2% Magermilchpulver (Gew.:Vol.) pro Napf 
pipettiert und 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Inkubation von lOOpI 
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Kulturuberstand erfolgte 1-2h bei Raumtemperatur. Die Detektion der gebundenen 
Antikorper erfolgt durch Zugabe eines mit Meerrettich-Peroxidase (POD) 
konjugierten Sekundarantikorpers (Kaninchen-anti-Maus IgG-POD. DAKO). Die 
POD setzt dann im nachsten Schritt das farblose Substrat Tetramethylbenzidin 
(TMB, Sigma) in ein blaues Produkt urn. Nach 5 bis 10 Minuten, Oder sobaid auch 
die Negativkontrolle eine leichte Blauterbung zeigte, wurde die Reaktion durch 
Zugabe von 1N Schwefelsaure (1007/I/Napf) gesloppt. Die Starke der Farbreaktion 
wurde im ELISA-Reader (MWG Spelctral) gemessen. Die Messung erfolgt bei 455 
nm gegen die Referenzwellenlange 620 nm. Zwisciien den einzelnen 
Arbeitsschritten wurde die EUSA-Platte 2-3x mit 250/j\ PBS mit 0,025% Tween 20 
(Vol.:Vol.) gewasclien. 

Ergebnisse 

Insgesamt wurden 24 mAK gegen p-Urease, 6 mAK gegen a-Urease, 8 mAK gegen 
26kDa-Protein sowie 10 mAK gegen HSP60 generiert. Aus diesem AntikSrper- 
Repertoire wurden diejenigen mAK mit den niedrigsten Nachweisgrenzen IQr die 
jeweiligen Antigene ausgewahlt. 

Beispiel 5: Reinigung von mAK aus Hybridomakulturuberstanden und 
Herstellung von Konjugaten 

Die Reinigung von mAK aus Hybridomakulturuberstanden erfolgt mittels der Protein- 
G Affinitatschromatographie (modifiziert nach: Pharmacia Biotech, 1994). 

Die Kulturuberstande wurden filtriert (0.8A/m) und direkt uber die Protein G Matrix 
geleitet. Gewaschen wurde mit Tris/HCI bis das Signal am Detektor zum Hintergrund 
zuriickgekehrt war. Eluiert wurde mit 0,1 M Glycin/HCI, pH 3,0, die Detektion der 
Proteinkonzentration erfolgte im Eluat uber optische Dichte bei 280nm. Alle 
Fraktionen im Bereich des einzigen Elutionssignals konnen venwendet werden. 
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Eine mogliche Verunreinigung mit bovinen IgG aus dem Serumzusatz ist als 
unkritisch einzustufen, da die gefundenen Nachweisantikorper nicht mit Rinder-lg 
kreuzreagieren. 

Die Kopplung nwnoklonaler Antikdrper an Biotin und POD erfolgte nach 
Uteraturmethoden (Hartow & Lane. 1988). 

Beisplel 6: Charakterisierung der monoklonalen Antikdrper 
Isotypisierung 

Die murinen mAK wurden mit dem Isotyping Kit IsoStrip von Boehringer Mannheim 
(Mannheim) isotypisiert. 

Immunblot 

FQr die Immunblotanalyse wurden pro Gel 30-50;ug gereinigtes Antigen bzw. 300/jg 
H. py/on-Lysat in reduzierendem Protjenpuffer (Uemmli, 1970) gekocht und auf ein 
12%iges praparatives SDS-Poplyacrylamid-Minigel (8,6x7,7x0,1 cm, Biometra) 
aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 25-30 mA/Gel. 

Die im Gel aufgetrennten Proteine (Antigene) wurden dann im Semidry-Blot- 
Verfahren auf einer Nitrozellulose-Membran immobilisiert. 

Die Membran wurde 30min bet Raumtemperatur mit 2% Magemnilchpulver in PBS 
gebkwkt und dreimal 5min mit TBS/Tween 20 (0,2%) gewaschen. Fur den folgenden 
Inkubationsschritt wurde die Membran in die Accutran Cross-Blot-Screening-Einheit 
(Schleicher und Schull) eingespannt, unter Veowendung einer Gitterplatte mit 34 
Querkanalen. In jeden der entstandenen Querkanale wurden 250//I TBS/Tween 20 
vorgelegt und ]e 250pl der zu testenden Hybridomakulturuberstande zugegeben. Die 
Inkubation erfolgte 2h bei Raumtemperatur unter Agitation. 

Nach dreimaligem Waschen (s.o.) wurde die Membran 1h mit dem POD- 
konjugierten Sekundarantik6rper (Kaninchen-anti-Maus IgG-POD. DAKO) inkubiert. 
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Die Membran wurde dreimal gewaschen und der Immunkomplex durch Zugabe der 
3,3-Diaminobenzidlne-Substratl6sung (DAB, Sigma) visualisiert. 

Charakterisierung von Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen mitteis Epitop- 
Kaitierung 

Urn die Antikorperbindungsstelle an einem Protein identiflzieren zu konnen, wurden 
von den H. py/ori-Proteinen a- und p-Urease, HSP60 und 26kDa-Proteln 
Qberiappende Peptidsequenzen (jewefs zwei Aminosauren gegeneinander 
verschoben) mit 12 Aminosaureresten an einer Festphase syntlietisiert und kovalent 
an eine Celluloseazetatmembran gekoppelt (JerinI GmbH, Berlin). Diese Membranen 
wurden mit Hybridomakulturubersland inkubiert und die gebundenen Antikorper 
anschlieBend im Semidry-Blot Verfahren auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Die 
Membran wurde geblockt und die Immobilisierten Antikorpfc.- wie unter 5.2 
beschrieben mit einem POD-markierten Sekundarantikorper (Kan;nchen-anti Maus 
IgG-POD. DAKO) detektiert. 

Bestimmung der Nachweisgreiue fur H. py/or*-Antigene im ELISA 

Zwischen den einzelnen Arbeltsschrltlen wurde die ELISA-Piatte 2-3x mit 300//I PBS 
mit 0.025% Tween (Waschpuffer) (Vd.iVol.) gewaschen. Die Beschichtung der 
ELISA-Platten (ly^axiSorb; Nunc) erfolgte 1h bei 37»C mit ^00 fj\ einer Losung eines 
polyklonalen Kaninchen-anti-H. py/orf-Antigen Antikorpers (pAK; ca. lO/zg 
Antlkorper/ml Carbonatpuffer, 0,1 M, pH9.5). Zur Blockade der noch freien 
Bindungsstellen wurden 200pl ISOmM PBS mit 2% Magermilchpulver {Gew.:Vol.) 
pro Napf pipettiert und 30min bei Raumtemperatur inkubiert. 50ng/ml gereinigte H. 
py/orr-Antigene gelost in 150mM PBS unter Zusatz von 0,1% Magemnilchpulver 
wurden in 1 :2 Schritten verdunnt. Puffer diente als Negativ-Kontrolle. AnschlieBend 
wurden 100/;l 1:10 verdunnten Kulturuberstands des zu untersuchenden mAK gegen 
das gleiche Antigen zugegeben und fur 30-60min bei RT inkubiert. Die Detektlon des 
gebundenen Antikorpers erfolgte wie unter 3.4 beschrieben. Die niedrigste 
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Konzentration, bei der noch eine ExUnktion groOer oder gleich dem zweifachen der 
Kontioile detektiert wurde, wurde als Nachweisgrenze akzeptiert. 



Tabelle 1 : Ergebnisse zur Charakterisierung der mAK 



Fusion/Klon 


Ag- 


Isotyp 


li 


IB 


NWG 




Spezifitat 




(Ag) 


(HP-Lysat) 


(ng Ag/ml) 


HP8m/4H5-D4-C9 


P-Urease 


igGi.K 


+/- 


+/- 


0.6 


HP9.1m/2D1-F6-G1 




lgGi . K 




+/- 


0.3 






igGi . K 


+/- 


+/- 


1,2 


HP16.1m/3G1-H2-D7 




lgG2a. K 


+ 


+ 


0.6 


HP15m/3E8-D9-D6 


Alkylhydro- 


lgG1 , K 


+ 


+ 


0.6 


HP15m/3F5-D5-B6 


peroxid- 
Reduktase 


lgGl . K 


+ 


+ 


0.3 


HP16m/2A5-E6-E5 


HSP60 


IgGi . K 


+ 


+ 


3 


HP18.1m/3F11-G11-H11 




IgGi .K 


+ 


+ 


3 


HP18.1m/4D9-B9-A2 
















IgGi . K 


+ 


+ 


3 



Abkurzungen: Ag Antigen; IB Immunblot; NWG Nachweisgrenze 



Ergebnisse 

Tabelle 1 faBt die Ergebnisse der Isotypisierung, der Immunblotanalysen und der 
Nachweisgrenzenbestimmung fur die in Tabelle 1 aufgelisteten mAK zusammen. 
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Tabelle 2: Ergebnisse der Epitop-Kartierung monoklonaler Antikdrper gegen H. 
py/o/f Antigene 



Ag-Spezifitat 


Fusion/Klon 


CpitOp 








(AS-Position) 




^Urease 


HP8m/1 H5-G2-B4 


negativ 




(groBe Untereinheit) 


HP8m/4H5-D4-C9 


negativ 






HP9m/2B12-G7- 


369-375 


VGEVITR 




B12 






a-Urease 


HP9m/2E7-B8-G10 


negativ 




(Kieine untorGinneu; 


HP9m/1 H7-C6-D5 


negativ 




Alkylhydroperoxid- 


HP15m/3E8-D9-D6 


negativ 


• 


Reduktase 


rln 1 om/orO-UO-DO 


neyauv 






HP15m/4H12-A4- 


negativ 






D5 


143-149 


LPLGRNA 




HP15m/1H7-H3-B7 






HSP60 


HP16m/2A5-E6-E5 


negativ 






HP16m/1D10-A8 


negativ 





Abkurzungen: Ag Antigen; AS Aminosaure; negativ: Epitop konnte nicht kartiert 
werden 



Bei zwei anti-a-Urease mAK und zwei anti-HSP60 mAK konnte mit der Immunblot- 
Methode kein Epitop kartiert werden. Von drei gegen die p-Urease gerichteten und 
vier gegen die Aikylhydroperoxid-Reduktase gerichteten mAK konnte nur bei je 
einem der mAK das Epitop bestimmt werden (siehe Tabeile 2). Diese Methode 
schien daher nicht geeignet, eventuelle Uberlappungen der Epitope von Antikorpem 
gleicher Spezifitat vorauszusagen. 
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Beispiel 7: Charakterisierung von Antikorper-Antlgen-Wechselwlrkungen 
mittelsOberflachenplasmonresonanz-Speictroskopie 

Die Epitop-Oberiappungsmessung mit der SPR-Spektroskopie liefert Informationen 
Qber die gleichzeitige Zuganglichkeit von Antikorper-Epitopen. Damit lassen sich 
geeignete Antikdrper-Parchen fur die Entwicklung von ELISA und Schnelltest finden 
(Fagerstam LG et al., 1990; Malmqvist M., 1996). 

Durchfuhrung der Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie am Pharmacia 
BIAcore 

Aile Schritte wurden auf einer Phanfnacia Biacore Processing Unit CA 186 nach 
Standardprotokdlen durchgefuhrt (NHS/EDC, BIAcore Methods Manual). Hierzu 
wufde zunachst ein polyWonaler Kaninchen-anti-Maus-Antikorper auf der 
Dextranmatrix des BIAcore CMS Glastragerchips immobilisiert. Durch Zugabe des 
ersten H. py/o/>-antigenspezifischen monoklonalen Antikorpers (1. mAK; 100;/g/ml; 
10/il) wurde dieser mit dem immobilisiertem Fangerantikorper zur Reaktion gebracht 
und die entsprechende Veranderung am Detektor gemessen (ARUi; RU Resonance 
Units). Nach Zugabe von H. pyto/hAntigen (45//g/ml; 5//I) reagierte dies mit dem 1 . 
mAK. AnschlieBend wurde verbliebener freier Fangerantikorper mit einem 
unspezifischen Mausantikdrper (Img/ml; 10//!) sowie oligomere Epitope durch 
Hinzufugen weiteren 1. mAK (100//g/ml; 10//I) geblockt. Nach der nun folgenden 
Reaktion des zweiten H. pyto/j-antigenspezifischen Antikorpers (2. mAK; 100//g/ml; 
^OfJ\) mit dem gebundenem Antigen wurde erneut die Veranderung im Signal des 
Detektors bestimml (ARUa) und zu der Verandemng am Detektor nach Zugabe des 
1. mAK ins prozentuale Verhaltnis gesetzt (ARUa/ARUi). Ein ARU2/ARUi<10% 
deutete auf uberiappende Epitope hin. (Als Qberlappend werden die Epitope eines 
Antigens dann bezeichnet, wenn ein erster Antikorper alle von ihm zu bindenden 
Epitope eines Antigens besetzt hat und die nachfolgende Bindung eines zweiten 
Antikorpers be- bzw. verhindert). Durch kinetische Messungen lassen sich weiterhin 
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die Werte fur Geschwindigkeitskonstanten der Adsorption und Desorption von 
Antikdrpem errechnen. 

Ergebnisse 

Es wurden zwdlf monoklonale anti-Urease-Antikorper und funf Antikdrper gegen 
Alkylhydroperoxid-Reduktase getestet. Durch Vergleich der 144 bzw. 25 
Kombinationsmdglichkeiten untereinander wurden diejenigen Kombinationen 
bestimmt, die eine gieichzeitige Zuganglichkeit der Epitope zeigten und deren 
Affinitatskonstanten fur die Venvendung im Stuhl-ELISA gunstig erschienen. Tabelle 
3 zelgt eine Auswahl der Ergebnisse aus der Kombination verschiedener Antikdrper 
gegen Urease und stellt die kinetischen Konstanten der Eignung dieser Antikorper- 
Kombinationen im Stuhl-ELiSA (Siehe Beispiel 9) gegenuber. Die Eignung von 
Antikdrperpaaren fur den ELISA mul3 sich hierbei nicht auf unabhangige Epitope 
beschranken. Auch eine Kombination aus Antikdrpem, die z.T. uberlappende 
Epitope erkennen (wie beispielsweise HP9.1m-2D1 und HP8m-4H5), ist dadurch zu 
eridaren, da3 oligomere Proteine wie Urease ein gieiches Epitop mehmials 
prdsentieren. Dies emioglicht im ELISA die Bindung eines Fang-Antikdrpers an ein 
Epitop und die gieichzeitige Bindung eines Oder mehrerer Detektions-Antikdrper an 
ein Oder melirere gieiche Epitope des oligomeren Proteins. 
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Tabeile 3: Vier mAK-Parchen-Beziehungen fur Urease bestimmt mittels 
Oberflachenplasmonenresonanz und Ihr Verhaiten im ELISA 



Finger 


koff / Km 


Detektor 


Kolf / kon 


Epitope 


Bewertung 
im EUSA 


HP9.1m 


5,9*10^/7,3*10'* 


HP9.1m 


1,1*10"*/3,7*10* 


unabhangig 




-2B11 




-2D1 








HP9.1m 


5.9*1 0"*/7,3*10* 


HP9.1m 


4,9*1 0'^/7.6*10* 


Z.T. 


- 


-2B11 




-3G1 




ubeiiappend 




HP9.1m 


1.1*10"*/3,7*10* 


HP8m 


4,5*1 O^^RS^IO* 


Z.T. 


+++ 


-2D1 




-4H5 




uberlappend 




HP9.1m 


3,0*-'0'^/i,5*10* 


HP9.1m 


4,9*1 0"*/7,6*10* 


unabh&ngig 


++ 


-XG1 




-3G1 








HP8m 


4,5*1 0"*/4,8*10* 


HP9.1m 


2,6*1 0"*/7,4*10* 


unabhangig 


+++ 


-4H5 




-3C2 









Beispiel 8: Auswahl von Antikdrperpaaren fur die Verwendung im ELISA am 
menschlichen Stuhl 

Bei denjenigen Antikdrpem, welche die niedrigsten Nachweisgrenzen bei der 
Messung aus dem Kulturuberstand zeigten, wurden mittels 
Oberflachenpiasmonresonanz Epitopuberlappungen bestimmt. Die Kombinationen, 
die sich bei diesen Messungen vielversprechend zeigten (mogllchst geringe 
Epitopuberlappung, hohe Geschwindigkeitskonstante fur Adsorption, niedrige 
Geschwindigkeitskonstante der Desorption) wurden auf ihre Nachweisgrenze im 
Stuhl-ELISA getestet. 
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Beispiel 9: Detektion von H. pylori \m menschlichen Stuhl mittels ELISA 
Abkurzungen: Detekton Detektions-Antikorper; Fangen Fang-Antikorper 

Ais Testproben standen Stuhlproben von Patienten aus dem Klinikum GroBhadem. 
MOnchen, zur Verfugung. deren Infektionsstatus mit H. pylori (Kategorien 0 und 4) 
mittels serologischer und histoiogischer Untersuchungen erhoben wurde. In die 
Kategorie 0 wurden Patienten eingeteilt. bei denen das klinische Ergebnis aus 
Seroiogie und Histologie eindeutig negativ war, bei Patienten der Kategorien 4 das 
kiinische Ergebnis aus Seroiogie und (Histologie eindeutig positiv war. 

Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wurde die ELISA-Platte 2-3x mit 250^ PBS 
unter Zusatz von 0,025% (Waschpuffer 1) bzw. 0,2% Tween 20 (Waschpuffer2; 
Vol.:Vol.) gewaschen. Die Beschichtung der ELISA-Platten (MaxiSori3; Nunc) 
erfolgte fur 1h bei 37^ mit 100 //I einer mAK-Losung (2.5 ^g Antikorper/ml 
Carbonatpuffer, 0,1 M, pH9.5). Zur Blockade der noch freien Bindungsstellen wurden 
200//I 150mM PBS mit 0,2% Rschgelatine Oder 1% Magennilchpulver (Gew.rVol.) 
pro Napf pipettiert und SOmin bei Raumtemperatur inkubiert. Gewasctien wurde mit 
Waschpuffer 1. Humanstuhl wurde im Verfiaitnis 1:10 (Gew.:Voi.) mit 150mM PBS 
unter Zusatz von 2% Magermilchpulver suspendiert, gereinigte H. py/orf-Antigene 
geldst in 150mM PBS in bekannten Konzentrationen zugegeben. Je 100;/! der 
Suspensionen wurden pro Napf fur 1h inkubiert. Die Platte wurde zuerst von Hand 
gespQIt und 4x mit Waschpuffer 2 gewaschen. AnschlieBend wurden lOO/il einer 
Losung mit Biotin-gekoppelten mAK (0.5 /jg Antikorper/ml PBS) gegen das gleiche 
Antigen zugegeben und fur 30-60min bei RT inkubiert. Die Detektion der 
gebundenen Antigene erfolgt durch Zugabe eines Konjugats von Streptavidin mit 
POD (DAKO). Die POD setzt das farblose Substrat TMB (Sigma) in ein blaues 
Produkt urn. Nach 5 bis 10 Minuten, Oder sobald auch die Negativkontrolle eine 
leichte Blauf arbung zeigte, wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 N Schwefelsaure 
(100 //l/Napf) gestoppt. Die Stdrt(e der Farbreaktion wurde im ELISA-Reader (MWG 
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Spektral) gemessen. Die Messung erfolgt bei 455 nm gegen die 
Referenzwellenlange 620 nm. 



Tabelle 4: Nachwels von H. py/on-Antigenen aus dem Stuhl sicher negativer 
(Kategorie 0) bzw. sicher positiver (Kategorie 4) Patienten mittels ELISA unter 
Venwendung monoklonaler Antikorper: 



Tabelle 4a: Kategorie 0 Proben: 0 bedeutet falsch-posltiv, 1 bedeutet richtig-negativ 



Probe 



cut-off 



|//g Ag/ g Stuhl] 



Urease 



26kDa 



HSP60 



resultierender Wahrheitswert 



Urease 



26kDa 



HSP60 



3-Kombination 



147 
0048 



0,6 

oie 



2,3 
2^ 



0051 
0057 
0069 
0074 
0087 
0099 
0185 
0186 
0189 
0265 
0298 
0305 
0373 
0074 
0089 
0090 
0091 



2,1 

oie 
oie 

Oii" 

oie 

06 
06 
06 
06 
06 
06 
06 
06 
06 
06 
06 
076 



22 

213 

2j 

2j 

2j 

213 

2j 

2:3 

2:3 

2^3 

2j 

l3 

2j 

2j 

2^ 
2j 

lis 



2.3 
2i3 
2^3 
2j 



1 

T 
T 
T 



* 
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0097 


1.6 


2,3 


2.3 


0 


1 


1 


0 


0103 


1 


2.4 


15 


1 


1 


0 


0 


0107 


1 


12 


2.3 


1 


1 


1 


1 


0114 


4 


2,3 


44 


0 


1 


0 


0 


0126 


0,6 


12 


2.3 


1 


1 


1 


1 


0130 


0.76 


67 


2.3 


1 


0 


1 


0 


0141 


20 


220 


105 


0 


0 


0 


0 


0142 


1.8 


2.3 


2.3 


0 


1 


1 


0 


0144 


0,6 


2,3 


2,3 


1 


1 


1 


1 


0146 


0,6 


2.3 


2,3 


1 


1 


1 


1 


0148 


0,6 


2.3 


2,3 


1 


1 


1 


1 


0168 


0.6 


2,3 


2,3 


1 


1 


1 


1 


0193 


0,6 


2,3 


20 


1 


1 


0 


0 


0207 


0,6 




20 


1 


1 


0 


0 


0220 


0,6 


2,3 


2,2 


1 


1 


1 


1 


0225 


0.6 


2,3 


2,2 


1 


1 


1 


1 


0231 


0,6 


2,3 


2.2 






1 


1 


0235 


0,6 


2,3 


2,2 






1 


1 


0251 


0,6 


2.3 










1 


0258 


0,6 


95 






0 




0 


0274 


0,6 


2.3 






1 




1 


Tabelle 4b: Kategorie 4 Proben: 0 bedeutet falsch-negativ, 1 bedeutet richtig-positiv 




Ipg Ag/ g Stuhl] 


resultierender Wahrheitswert 


Probe 


Urease 


26kDa 


HSF60 


Umase 


26kOa 


HSP60 


3-Kombination 


cut-att 










15 


5 




0006 


1.9 


25 


34 




1 


1 


1 


0010 


5,6 


91.5 


170 




1 


1 


1 


22 


7.8 


45 


25 




1 


1 


1 


0350 


15,6 


198 


95 




1 


1 


1 
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1 0288 


1 18 


1 ^ 


1 65,9 


1 1 


1 1 


1 


1 1 


0332 


29 


360 


650 




1 


1 


1 


0218 


7 


24 


3 


1 


1 


0 


1 


0285 


1 ^'^ 


115 


3 




1 


0 


1 


0004 


9.5 


1 2.3 


350 


1 


0 


1 


1 


11 


21 


15 


26 


1 


0 


1 


1 


1 ® 


105 


2,3 


89 


1 


0 


1 


1 1 


0003 


1 1.5 


2,3 


10 


1 


0 


1 


1 1 


1 


1 2,3 


1 2.3 


15 


1 1 


0 


1 


1 1 


3005 




2.3 


1 2,3 


1 


0 


0 


1 1 


1 0002 


\ 1.8 


1 2.3 


1 2.3 


1 




0 


1 1 


0206 


9.6 


1 2.9 


3 


1 


0 


0 


1 1 


1 0135 


11 




3 


1 1 


0 


0 


1 1 


0175 


16 


2,9 


3 


1 


0 


0 


1 1 


1 0005 


25 I 


2.3 


2,3 


; ^ 


0 


0 


1 1 


0278 


25,7 


4 


3 , 


1 


0 


0 


1 


0001 


127 


2.3 


2,3 


1 


0 


0 


1 1 


0004 


127 


2.9 


3 


1 


0 


0 


1 1 


0037 


127 


2,9 


3 


1 


0 


0 


1 


0294 


127 


14 


2.3 


1 


0 


0 


1 


0108 


17,5 




3 


1 




0 


1 


1 ^ 1 


0.6 


69 


330 


0 


1 


1 


1 


1 0012 1 


0.6 


23 


8.6 


0 


1 


1 


1 


0013 


0.6 


27,7 


3 


0 


1 


0 


1 


6c 


0.6 


2.8 1 


35 


0 


0 


1 


1 


18c 


0,6 


2.3 1 


15 


0 


0 


1 


1 


53 


0,6 


2.3 1 


17 


0 


0 


1 




0io4 


0,6 


2,9 


5,9 


0 


0 


1 




1 3007 1 


0.6 1 


2,3 1 


2.3 1 


0 


0 


0 


0 1 


1 ^ 1 


0.6 


2.3 1 


2,3 


0 


0 


0 


0 1 


1 1 


0,6 


2.3 1 


2,3 


0 


0 


0 


0 


47 


0.6 


2.3 1 


2.3 


0 


0 


0 


0 
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17 


0.6 


2.3 


2.3 


0 


0 


0 


0 


18 


0.6 


2.3 


2.3 


0 


0 


0 


0 


0331 


0,6 


2.3 


3 


0 


0 


0 


0 


0063 


0.6 


2.9 


3 


0 


0 


0 


0 


0179 


0,6 


2.9 


3 


0 


0 


0 


0 


0213 


0.6 


2.9 


3 


0 


0 


0 


0 


0233 


0.6 


2.9 


3 


0 


0 


0 


0 


0081 


0.6 


2.9 


14,4 


0 




1 


1 



Tabelle 4c: Wahrheitswerte fur den Nachweis von Urease. 26kDa-Protein. und 
HSP60 





Wahrheitswert 




Urease 


26kOa 


HSP60 


3-Kombination 


Schwelienwert 


1 


15 


5 




Spezifltat 


88% 


90% 


77% 


75% 


Sensitivitat 


57% 


26% 


41% 


75% 


negativ-richtige 


35 


36 


17 


30 


negativ-gesamt 


40 


40 


22 


40 


positiv-richtige 


25 


11 


18 


33 


positiv-gesamt 


44 


42 


44 


44 



Abkurzungen: 26kDa bedeutet 26 kDa-Protein; 3-Kombination bedeutet Kombination 
alter drei Antigene (Urease. 26kDa-Protein und HSP60) 

Als Fanger-Antikorper und Detektions-Antlkorper wurden bei Urease HP8m/4H5 + 
HP16m/XG1 eingesetzt. Die Nachweisgrenze lag bei 0,075 ng/ml. Bei 26kDa-Protein 
wurden als Fanger-Antikorper HP15m/4H12 und als Detektions-Antikdrper 
HP15m/3E8 eingesetzt. Die Nachweisgrenze lag bei 1.5 ng/ml. Bei HSP60 wurden 
als Fang-Antikorper HP18.1m/3F11 und als Detektions-Antikorper HP16m/2A5 + 
HP18.1m/4D9 eingesetzt. Die Nachweisgrenze lag bei 6 ng/ml. 
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Ergebnisse 

Die Tabellen 4a - 4c zeigen die E^ebnisse der Untersuchung von Stuhlproben fQr 
Urease, Alkylhydroperoxid-Reduklase und HSP60. Die letzte Spalte (3-Komblnation) 
zeigt jeweils die Werte fur den resultierenden Wahrheitswert der Kombination aus 
alien drei Antigenen (Urease. 26kDa-Protein. HSP60). 

tnsgesamt wurden von 40 untersucliten Kategorie 0 Kontrollproben (Tabelle 4a) 30 
als negativ identifiziert (Spezifitat 75%). von 44 Kategorie 4 Proben (Tabelle 4b) 
vwjrden 33 als posltiv identifiziert (Sensitivitat 75%). In 6 von 44 Proben war der 
Nachweis von alien drei Antigenen mSglich, in 25 von 44 Proben konnte Urease, in 
11 von 42 Proben konnte Alkylhydroperoxid-Reduktase und in 18 von 44 Proben 
konnte HSP60 nachgewiesen werden. Fur die M cf^ibination aus alien drei Antigenen 
(Urease, 26kDa, HSP60) wurde somit eine Spez; fitdt von 75% sowie eine Sensitlvitat 
von 75% erreicht (Tabelle 4c). 

Tabelle 5 zeigt das Ergebnis der Untersuchung von 3 Proben, die aus dem Stuhl 
eines Patienten an drei verschiedenen Stellen entnommen wurden. Die 
Zahlenangaben entsprechen der gemessenen Extinktion bei 650nm dividiert durch 
die Extinktion einer Nullprobe, also dem Vietfachen des Hintergrunds (H). Es zeigte 
sich eine inhomogene Verteilung der nachgewiesenen Antigene. 
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Tabelle 5: Verteilung H. py/o/>speziflscher Antigene in Stuhlproben. die an 
verschiedenen Stellen des Stuhlgangs eines Infizierten entnommen wurden 



DeteMiertes 
Antigen 


P-Urease 


26kDa-Protein 


HSP60 


Probe 1 


8,6 xH 


2.5 xH 


1 xH 


Probe 2 


11 xH 


1 xH 


1 xH 


Probe 3 


3.5 xH 


1 xH 


1 xH 



Beispiel 10: Klonierung und Sequenzbestimmung der funktionelien variablen 
Berelche von Immunoglobulinen aus Hybridom-Zellinien 

Gesamt-RNA wurde aus Antikorper-produzierenden Hybridom-Zellinien nach 
Cliomczynsici (Chomczynski, 1987) isoliert. 

Anschlie3end wurde die entsprechende cDNA nacii Standard-Methoden 
synthetisiert (Sambrook et al., 1989) 

Die DNA-Regionen, welche die kappa-leichte Kette sowie das sdiwere Kette-Fd- 
Segment (VH + CH1) der jeweiligen Antikorper kodieren wurden mittels PGR 
amplifiziert. Dabei kam das in Tabelle 6 aufgefuhrte Oligunukleotid-Prlmer Set zur 
Anwendung. Die aus den einzelnen Hybridom-Zellinien isollerte cDNA diente als 
Matrize. 

Das eingesetzte Primer-Set fuhrt zu je einer 5'-Xhol und einer 3'-Spel Schnittstelle in 
den schwere Kette-Fd-Fragmenten sowie zu je einer 5'-Sacl und einer 3'-Xba\- 
Schnittstelle in den kappa-leichten Ketten. Zur PCR-Amplifikation der scliwere Kette- 
Fd-kodierenden DNA-Fragmente wurden 11 verschiedene 5'-VH-Primer (MVH 1-8 
und MULH1-3) jeweils kombiniert mit dem 3'-VH-Primer MIgGI. Zur Amplifikation 
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der DNA-Fragmente. welche fur die kappa leichten Ketten kodieren, wurden 11 
verschiedene ff-VK-Primer (MUVK 1-7 und MULK1-4) jeweils kombiniert mit dem 3'- 
VK-Primer 3*MUCK. 

Das folgende Temperaturprogramm kam bei alien PCR-Ampllfikationen zur 
Anwendung: anfangliche Denaturierung bei 94''C fur 3 min. Denaturierung bei 94 ""C 
fur 25 s, primer-Anlagerung bei 52^C fur 60 s. Polymerisation bei 72 fur 90 s. 
Dieses Programm wurde fur 40 Zyklen beibehalten, gefolgt von einer 10 min. 
abschlieBenden Vervollstandigung der Fragmente bei 72 ^C. 

Die Ergebnisse der PCR-Amplifikationen wurden mittels Agarose-Qel- 
Elektrophorese aufgetrennt und DNA-Banden des erwarteten Molekulargewichts 
Isoliert. Die tsolierten Banden wurden anschlieBend einem Restriktionsverdau unter 
Einsatz der Enzyme Xhol und Spel (schwere Ketten) bzw. Sad und Xbal (leichte 
Ketten) unterzogen und die erhaitenenen Fragmente in den Plasmid-Vektor 
Bluescript KS (Stratagene) kloniert. nachdem dieser zunachst mit den 
Restriktionsenzymen Xhol und Spel bzw. Sad und Xbal gespalten worden war. 

Plasmid-Prdparationen der klonierten schwere und leichte Ketten-Fragmente wurden 
daraufhin sequenzanalysiert. Fur jede Hybridom-Zeliinie wurden Sequenzen 
ausgewldiit, die fur funktionelle variable Bereiche der Immunglobulin schwere und 
leichte Kette (VH bzw. VL) kodieren. Auf diese Weise konnte fur jede Hybridom- 
Zeliinie genau ein funktioneller VH- und ein funktioneller VL-Bereich identifiziert 
werden. Die funktionellen VH- und VL-Sequenzen sind in Abbildungen 1-8 
wiedergegeben. Klonierung und Sequenzierung wurden nach Standardmethoden 
durchgefuhrt (Sambrook et al., 1 989). 
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Tabelle 6: Liste der fur die PCR-Amplifikation der funktionellen variablen 
Bereiche von schweren und ieichten Immunglobulin-Ketten verwendet wurden 

MVH1 (GC)AG GTG CAG CTC GAG GAG TCA GGA OCT 

MVH2 GAG GTC CAG CTC GAG CAG TCT GGA CCT 

MVH3 CAG GTC CAA CTC GAG CAG CCT GGG GCT 

MVH4 GAG GTT CAG CTC GAG CAG TCT GGG GCA 

MVH5 GA(AG) GTG AAG CTC GAG GAG TCT GGA GGA 

MVH6 GAG GTG AAG CTT CTC GAG TCT GGA GGT 

MVH7 GAA GTG AAG CTC GAG GAG TCT GGG GGA 

MVH8 GAG GTT CAG CTC GAG CAG TCT GGA GCT 

MULK1 GGG GAG CTC CAC CAT GGA GAC AGA CAC ACT CCT GCT AT 

MULK2 GGG GAG CTC CAC CAT GGA TTT TCA AGT GCA GAT TTT CAG 

MULK3 GGG GAG CTC CAC CAT GGA GWC ACA KWC TCA GGT CTT TRT A 

MULK4 GGG GAG CTC CAC CAT GKC CCC WRC TCA GYT YCT KGT 

MlgG1 TAT GCA ACT AGT ACA ACC ACA ATC CCT GGG 

MUVK1 CCA GTT CCG AGC TCG TTG TGA CTC AGG AAT CT 

MUVK2 CCA GTT CCG AGC TCG TGT TGA CGC AGC CGC CC 

MUVK3 CCA GTT CCG AGC TCG TGC TCA CCC AGT CTC CA 

MUVK4 CCA GTT CCG AGC TCC AGA TGA CCC AGT CTC CA 

MUVK5 CCA GAT GTG AGC TCG TGA TGA CCC AGA CTC CA 

MUVK6 CCA GAT GTG AGC TCG TCA TGA CCC AGT CTC CA 

MUVK7 CCA GTT CCG AGC TCG TGA TGA CAC AGT CTC CA 

MULH1 GGG CTC GAG CAC CAT GGR ATG SAG CTG KGT MAT SCT CTT 

MULH2 GGG CTC GAG CAC CAT GRA CTT CGG GYT GAG CTK GGT TTT 

MULH3 GGG CTC GAG CAC CAT GGC TGT CTT GGG GCT GCT CTT CT 

3' MUCK GCG CCG TCT AGA ATT AAC ACT CAT TCC TGT TGA A 
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Patentanspruche 

w 

1. Verfahren zum Nachweis einer Infektlon eines Saugers mit einem Saure- 
resistenten Mikroorganismus, wobei man 

(a) eine Stuhlprobe des Saugers mit mindestens zwei verschiedenen 
monoklonalen Antikorpem, Fragmenten oder Derivaten davbn Oder 
Aptameren unter Bedingungen inkubiert, die eine Komplexbildung von 
Antigenen aus dem SSure-resistenten Mikroorganismus mit den 
Antikorpern. Fragmenten oder Derivaten davon oder den Aptameren 
eriauben. und wobei 

(aa) der erste monoklonale Antikorper oder das Fragment oder 
Derivat davon oder das erste Aptamer ein Epitop des ersten 
Antigens spezifisch bindet, das zumindest bei einem Teil der 
Sauger nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der 
nativen Stnjktur oder der Struktur entspricht, gegen die ein 
Sauger nach Infektion oder Immunisierung mit dem Saure- 
resistenten Mikroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat 
davon oder einem Protein daraus oder einem Fragment davon 
Oder einem synthetischen Peptid Antikorper produziert; 

(ab) der zweite monoklonale Antikorper oder das Fragment oder 
Derivat davon oder das zweite Aptamer ein vom Epitop des 
ersten Antigens verschiedenes Epitop eines zweiten Antigens 
spezifisch bindet, das zumindest bei einem Teil der Sauger nach 
der Damnpassage eine Struktur aufweist, die der nativen 
Struktur oder der Struktur entspricht, gegen die ein Sauger nach 
infektion oder Immunisierung mit dem Saure-resistenten 
Mikroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat davon oder 
einem Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem 
synthetischen Peptid Antikorper produziert, 
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wobei die Telle der Sauger gemaB (aa) und gemaB (ab) 
Qberlappen konnen und in der Summe im wesentlichen die 
Gesanntanzahl der infizierten Sauger ausmachen; und 

(b) die Bildung mindestens eines Antigen-Antikorperkompiexes Oder 
Antigen*Aptamerkomplexes gemaB (aa) oder (ab) nachweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Mikroorganismus ein Saure- 
resistentes Bakterium ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das Saure-resistente Bakterium ein 
Bakterium der Gattung Helicobacter oder der Gattung Mycobacterium oder 

■ 

der Gattung Campylobacter ist 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei das Bakterium ein Bakterium der Spezies 
Helicobacter pylori oder Helicobacter hepaticus oder der Spezies 
Mycobacterium tuberculosis oder der Spezies Campylobacter jejur^i oder 
Campylobacter pylori ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das Epitop des ersten 
Antigens ein Epitop einer Urease und das Epitop des zweiten Antigens ein 
Epitop eines Hitzeschockproteins, einer Alkyihydroperoxid-Reduktase oder 
des 20kDa-Proteins (3-Dehydro-Quinase Typ II), des 16,9kDa-Proteins 
(Neutrophile-aktivierendes Protein) oder des 33,8 kDa-Proteins (Foiktose- 
Bisphosphat-Aldolase) ist. 



6 



Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Urease die ^-Urease von H. pylori ist 
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7. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei das Hitzeschockprotein ein Hsp60 
ist. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, wobei die Alkyihydroperoxid- 
Reduktase das 26kDa-Protein von H. pylori ist. 

9. Verfahren insbesondere nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei man 

(a) eine Stuhlprobe des Saugers mit drei verschiedenen monoklonalen 
Antikdrpem, Fragmenten oder Derivaten davon oder Aptameren unter 
Bedingungen inkubiert, die eine Komplexbildung von Antigenen aus 
dem SSure-resistenten Mikroorganismus mit den Antikorpem, 
Fragmenten davon oder Derivaten oder den Aptameren eriauben, und 
wobei 

(aa) der erste monoklonale Antikdrper oder das Fragment oder 
Derivat davon oder das erste Aptamer ein Epitop des ersten 
Antigens speziftsch bindet, das zumindest bei einem Teil der 
Sauger nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der 
nativen Struktur oder der Stmktur entspricht, gegen die ein 
Sauger nach Infektion oder Immunisierung mit dem Saure* 
resistenten Mikroorganismus oder einem Extrakt oder Lysat 
davon oder einem Protein daraus oder einem Fragment davon 
Oder einem synthetischen Peptid Antikdrper produziert; 

(ab) der zweite monoklonale Antikdrper oder das Fragment oder 
Derivat davon oder das zweite Aptamer ein vom Epitop des 
ersten Antigens verschiedenes Epitop eines zweiten Antigens 
spezifisch bindet, das zumindest bei einem Teil der Sauger nach 
der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der nativen Struktur 
Oder der Struktur entspricht, gegen die ein Sauger nach Infektion oder 
Immunisierung mit dem Sdure-resistenten Mikroorganismus oder 
einem Extrakt Oder Lysat davon oder einem Protein daraus oder 
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einem Fragment davon Oder einem synthetischen Peptid Antikdrper 
produziert; und 

(ac) der dritte monokionale Antikorper oder das Fragment oder 
Derivat davon oder das dritte Aptamer ein vom Epitop des 

^ ersten und zweiten Antigens verschiedenes Epitop eines dritten 
Antigens spezifisch bindet, das zumlndest bei einem Teil der 
Sauger nach der Darmpassage eine Struktur aufweist, die der 
nativen Struktur oder der Struktur entspricht, gegen die ein Sauger 
nach Infektion oder Immunisierung mit dem SSure-resistenten 
Mikroorgantsmus oder einem Extrakt oder Lysat davon oder einem 
Protein daraus oder einem Fragment davon oder einem synthetischen 
Peptid Antikorper produziert, 

wobei die Teiie der Sauger gemaB (aa), gemSB (ab) und gemaB 
(ac) ubertappen k6nnen und in der Summe im wesentlichen die 
Gesamtanzahl der infizierten Sauger ausmachen, und 

(b) die Bildung mindestens eines Antigen-Antikdrperkomplexes Oder eines 
Antigen-Aptamerkomplexes gemaB (aa), (ab) oder (ac) nachweist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Epitop des ersten Antigens ein Epitop 
einer Urease, vorzugsweise der p-Urease von H. pylori, das Epitop des 
zweiten Antigens ein Epitop eines Hitzeschockproteins, vorzugsweise von 
Hspeo aus H. pylori und das Epitop des dritten Antigens ein Epitop einer 
Alkylhydroperoxid-Reduktase, vorzugsweise des 26kDa-Proteins von H. pylori 
ist Oder wobei das Epitop des zweiten oder dritten Antigens ein Epitop einer 
Alkylhydroperoxid-Reduktase oder des 20kDa-Proteins (3-Dehydro-Quinase 
Typ II), des 16,9ADa-Proteins (Neutrophile-aktivierendes Protein) oder des 
33,8 kDa-Proteins (Faiktose-Bisphosphat-Aldoiase) ist. 
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11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10. wobei mindestens einer der 
monoklonalen Antikorper bzw. eines der Fragmente, Derivate oder Aptamere 
ein Konformationsepitop bindet. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei samtliche monoklonalen Antikorper bzw. 
Fragmente, Derivate oder Aptamere Konfomiationsepitope binden. 

13. Verfahren zum Nachweis einer Infektion mit Helicobacter pylori \m Stuhl eines 
Saugers, wobei man 

(a) eine Stuhlprobe mit mindestens zwei verschiedenen monoklonalen 
Antikdrpem, Fragmenten, Derivaten davon oder Aptameren unter 
Bedingungen inkubiert, die eine Antigen-Antikdrper/Antigen-Aptamer- 
Komplexbildung eriauben, wobei 

(aa) der erste monoklonale Antikorper, das Fragment, Derivat davon 
Oder das erste Aptamer spezifisch ^Urease oder ein Fragment 
davon bindet; 

(ab) der zweite monoklonale Antikorper, das Fragment, Derivat 
davon oder das zweite Aptamer spezifisch das 26kDa-Antigen 
Oder ein Fragment davon bindet oder spezifisch Hsp60 oder ein 
Fragment davon bindet; und 

(b) die Bildung mindestens eines Antigen-Antikorperkomplexes/Antigen- 
Aptamerkomlexes gemaB (aa) oder (ab) nachweist. 

14. Verfahren zum Nachweis einer Infektion mit Helicobacter pylori im Stuhl eines 
Saugers, wobei man 

(a) eine Stuhlprobe mit drei verschiedenen monoklonalen Antikdrpem, 
Fragmenten, Derivaten davon oder Aptameren unter Bedingungen 
inkubiert. die eine Antigen-Antikorper/Antigen-Aptamer-Komplexbildung 
eriauben, wobei 
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(aa) der erste monoklonale Antikorper, das Fragment, Deiivat davon 
Oder das erste Aptamer spezifisch ^Urease oder ein Fragment 
davon bindet; 

(ab) der zweite monoklonale Antikdrper, das Fragment, Derivat 
davon oder das zweite Aptamer spezifisch Hsp60 oder ein 
Fragment davon bindet; und 

(ac) der dritte monoklonale Antikdrper, das Fragment, Derivat davon 
Oder das dritte Aptamer spezifisch das 26kDa-Antigen oder ein 
Fragment davon bindet; und 

(b) die Bildung mindestens eines Antigen-Antikdrper/Antigen-Aptamer- 
Komplexes gemaB (aa), (ab) oder (ac) nachweist. 



15. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 14, wobei der Hsp60-spezifische 
Antikdrper der von dem bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen (DSMZ) am 23. Juni 1998 nach den Statuten des Budapester 
Vertrages unter der Hinterlegungsnummer DSM ACC2356 hinterlegten 
Hybridom HP16m/2A5-E6-E5 produzierte Antikdrper ist. 



16. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 15, wobei der 26kDa-Antigen- 
spezifische Antikdrper der von dem bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) am 23. Juni 1998 nach den 
Statuten des Budapester Vertrages unter der Hinterlegungsnummer DSM 
ACC2355 hinterlegten Hybridom HP15m/3E8-D9-D6 produzierte Antikdrper 
ist. 



17. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 16, wobei der ^-Urease- 

spezifische Antikdrper der von einem der bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) am 23. Juni 1998 nach den 
Statuten des Budapester Vertrages unter den Hinterlegungsnummem DSM 
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ACC2360 Oder DSM ACC2362 hinterlegten Hybridomen HP8m/4H5-D4-C9 
Oder HP9.1m/3C2-F8-E2 produzierte Antikorper ist. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 17, wobei die schwere Kette des 
ein Hsp60-Epitop bindenden Antikorpers mindestens eine der folgenden 
CDRs. vorzugswelse die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden 
CORs aufweist: 

CDR1: GFSLSRYSVH 

CDR2: MIWGGGSTDYNSGLKS 

CDRS: NMGGRYPDYFDY 

19. Verfahren nacli /, ?f.!pruch 18, wobei die die schwere Kette des Antikorpers 
kodierende DNA 3'jquenz mindestens eine der folgenden CDRs, 
vorzugswelse die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs 
aufweist: 

CDR1 : GG GTTCTCATTA TCCAGATATA GTGTACAC 

CDR2: ATGATATGGG GTGGTGGAAG CACAGACTAT AATTCAGGTC 
TCAAATCC 

CDR3: AATATG GGGGGTAGGT ACCCGGACTA CTTTGACTAC 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 19, wobei die leichte Kette des ein 
Hsp60-Epitop bindenden Antikorpers mindestens eine der folgenden CDRs, 
vorzugswelse die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs 
aufweist: 

CDR1 : RASKSVSTSG YSYI H 
CDR2: LASNLES 
CDR3 . QHSRELPLT 
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21. Verfahren nach Anspmch 20, wobei die die leichte Kette des Antikdrpers 
kodierende DNA-Sequenz mindestens eine der fotgenden CDRs, 
vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs 
aufweist: 

CDR1 : A GGGCCAGCAA GAGTGTCAGT ACATCTGGCT ATAGTTACAT 
ACAC 

CDR2: C TTGCATCCAA CCTAGAATCT 

GDR3: CAGG ACAGTAGGGA GCTTCCGCTC ACG. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 21 , wobei die schwere Kette des 
ein 26kDa-Protein bindenden Antikorpers mindestens eine der folgenden 
CDRs, vorzugsweise die CDRS und weiter bevorzugt alle drei folgenden 
CDRs aufweist: 

CDR1: GFTFNSYAMY 

CDR2: RIRSKSDNYATYYANSVKD 

CDR3: DHDKFPFYYALDY 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei die die schwere Kette des Antikdrpers 
kodierende DNA-Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, 
vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs 
aufweist: 

CDR1 : GG TTTCACCTTC AATTCCTATG CCATGTAC 

CDR2: CGCATAAGAA GTAAAAGTGA TAATTATGCA ACATATTATG 
CCAATTCAGT GAAAGAC 

CDRS: GATCATG ATAAGTTTCC I I 1 1 lACTAT GCTCTGGACT AC 



24. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 23, wobei ein Antikorper, 
Fragment oder Derivat davon eingesetzt wird, dessen leichte Kette des ein 
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26kOa-Protein bindenden Antikdrpers mindestens eine der folgenden CDRs. 
vorzugsweise die CDR3 und welter bevorzugt aile drei foigenden CORs 
aufweist: 

CDR1: TASSSVSSSYLH 
CDR2: STSNLAS 
CDR3: HQYHRSPPT 

25. Verfahren nach Anspruch 24, wobei die die leichte Kette des Antilcdrpers 
kodierende DNA-Sequenz mindestens eine der foigenden CDRs. 
vorzugsweise die CDRS und welter bevorzugt aile drei foigenden CDRs 
aufweist: 

CDR1 : A CTGCCAGCTC AAGTGTGAGT TCCAGTTACT TGCAC 

CDR2: AGCACTTCCA ACCTGGCTTC T 

CDR3: CAC CAGTATCATC GTTCCCCACC GACG 



26. Verfahren nach einem der AnsprOche 6 bis 25, wobei die schwere Kette des 
ein Epitop der ^-Urease bindenden Antikdrpers mindestens eine der 
foigenden CDRs, vorzugsweise die CDRS und welter bevorzugt aile drei 
foigenden CDRs aufweist: 

CDR1: GFTFSSHFMS 

CDR2: SISSGGDSFYPDSLKG 

CDRS: DYSWYALDY 

Oder: 

CDR1: GYAFSTSWMN 

CDR2: RIYPGDGDTNYNGKFKG 

CDRS: . EDAYYSNPYSLDY 
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27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei die die schwere Kette kodierende DNA- 
Sequenz des Antikorpers mindestens eine der folgenden CDRs, 
vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alie drei folgenden CDRs 
aufweist: 

CDR1 : GG CTACGCATTC AGTACCTCCT GGATGAAC 

CDR2: CGGATTTATG CTGGAGATGG AGATACTAAC TACAATGGGA 
AGTTCAAGGG C 

CDR3: GAG GATGGCTATT ATAGTAACCO CTATAGTTTG GAGTAG 
Oder. 

CDR1 : GG ATTCACTTTC AGTAGCCATT TCATGTCT 

CDR2: TCCATTAGTA GTGGTGGTGA CAGTTTCTAT CCAGACAGTC 
TGAAGGGC 

CDR3: GAGTAG TCTTGGTATG CTTTGGACTA C 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 27, wobei die leichte Kette des ein 
Epitop der p-Urease bindenden Antikorpers mindestens eine der folgenden 
CDRs, vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alie drei folgenden 
CDRs aufweist: 

CDR1 : RASQSIGTRIH 

CDR2: YGSESIS 

CDRS: QQSNTWPLT 

Oder 

CDR1 : HASQNINVWLS 

CDR2: KASNLHT 

CDRS: QQGRSYPLT 
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29. Verfahren nach Anspruch 28. wobei die die leichte Kette des Antikorpers 
kodierende DNA-Sequenz mindestens eine der folgenden CDRs, 
vorzugsweise die CDR3 und weiter bevorzugt alle drei folgenden CDRs 
aufweist: 

CDR1 : A GGGCCAGTCA GAGCATTGGC ACAAQAATAC AC 

CDR2: TAT GGTTCTGAGT CTATCTCT 

CDR3: CAACAA AGTAATACCT GGCCGCTCAC G 

oden 

CDR1 : C ATGCCAGTCA GAACATTAAT GTTTGGTTAA GC 

CDR2: AAG GCTTCCAACT TGCACACA 

CDR3: CAACAG GGTCGAAGTT ATCCTCTCAC G 

30. Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 29, wobei die Antikorper in den 
variablen Regionen der lelchten und schweren Ketten die in den Figuren 1 
und 2, den Rguren 3 und 4, den Figuren 5 und 6 Oder den Figuren 7 und 8 
dargestellten Aminosauresequenzen aufweisen. 

31. Verfahren nach einem der AnsprQche 6 bis 30. wobei die kodierenden 
Bereiche der variablen Regionen der leichten und schweren Ketten die in den 
Figuren 1 und 2, den Figuren 3 und 4, den Figuren 5 und 6 oder den Figuren 
7 und 8 dargestellten DNA-Sequenzen aufweisen. 

32. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 31 . wobei mit der Stuhlprobe vor 
der Inkubation mit den Antikorpem folgende Schritte durchgefuhrt werden: (a) 
Resuspendieren der Stuhlprobe 1:3 bis 1:25. vorzugsweise etwa 1:10 in 
Resuspendiemngspuffer und (b) Mischen auf einem Vortexmlxer. 
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33. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 32, wobei der Nachweis der 
Bildung des mindestens einen Antigen-Antikdrperkomplexes/Antigen- 
Aptamerkomplexes in Schritt (b) mittels eines immunologischen Verfahrens 
erfolgt. 

34. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 33, wobei der Nachweis der 
Bildung des mindestens einen Antigen-Antil<drperkomplexes/Antigen- 
Aptamerkomplexes in Schritt (b) mittels ELISA, RIA, Westem Blot Oder eines 
immunchromatographischen Verfahrens erfolgt. 

35. Verfahren nach Anspmch 33 Oder 34, wobei im RIA oder im ELISA der 
gleiche Antikdrper oder dessen Fragment oder Derivat oder das gleiche 
Aptamer zur Bindung an die Festphase wie zum Nachweis des Epitops 
eingesetzt wird. 

36. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 35, wobei die Antikdrper, 
Fragmente oder Derivate davon oder die Aptamere an einem Trager fixiert 
sind. 

37. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 36, wobei der monoklonale 
Antikorper ein Maus-Antikorper ist. 

38. Verfahren nach Anspruch 36, wobei das Tragennaterial des Tragers ein 
poroses Tragennaterial ist. 

39. Verfahren nach Anspruch 36 oder 38. wobei das Tragermaterial ein 
Teststreifen ist. 
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40. Verfahren nach Anspmch 36, 38 Oder 39, wobei das Tragermaterial aus 
Zellulose Oder einem Zellutosederivat besteht. 

41 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 40, wobei der Sauger ein Mensch 
ist. 

42. Monoklonaler Antikorper, Fragment Oder Derivat davon, der/das eine V- 
Region aufweist, die eine Kombination der in einem der Anspruche 1 8 bis 29 
dargesteliten CDRs aufweist Oder der von einem der in den Anspruchen 15 
bis 17 dargesteliten Hybridomen produziert wird. 

43. Monoklonaler Antikorper, Fragment Oder Derivat davon nach Anspruch 42, 
der/das mindestens eine der in den Figuren 1 bis 8 dargesteliten V-Regionen 
aufweist 

44. Monoklonaler Antikorper, Fragment Oder Derivat davon nach Anspruch 42 
Oder 43, der ein Maus-Antikorper oder ein Fragment oder Derivat davon Oder 
ein chimarer, vorzugsweise ein humanisierter Antikorper oder ein Fragment 
Oder Derivat davon ist. 

45. Aptamer, das dasselbe Epitop wie der monoklonale Antikorper, das Fragment 
Oder Derivat davon nach einem der Anspruche 42 bis 44 spezifisch bindet. 

46. Epitop, das von einem monoklonaler Antikorper, Fragment oder Derivat davon 
nach einem der Anspruche 42 bis 44 oder dem Aptamer nach Anspmch 45 
spezifisch gebunden wird. 
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47. Antikdrper, Fragment Oder Derivat davon, der/das ein Epitop nach Anspruch 
46 spezifisch bindet. 

48. Diagnostische Zusammensetzung enthaltend mindestens zwei monoklonale 
Antikdrper, Fragmente Oder Derivate davon Oder Aptamere wie in einem der 
vorstehenden Anspruche definiert, gegebenenfalls fixiert an ein 
Tragermaterial. 

49. Testvorrichtung zum Nachweis mindestens eines wie in einem der 
vorstehenden Anspruchen definierten Epitops, umfassend 

(a) mindestens zwei monoklonale Antikdrper, Fragmente oder Derivate 
dL^on Oder Aptamere wie in einem der vorstehenden Anspruche 
dc^finiert, fixiert an ein Tragermaterial; 

(b) eine Vorrichtung zur Aufbereitung und Analyse von Stuhlproben; und 
gegebenfalls 

(c) ein Gemisch von mindestens zwei monoklonaien Antikorpem, 
Fragmenten oder Derivaten davon oder Aptameren. 

50. Testvorrichtung, zum Nachweis mindestens eines wie in einem der 
vorstehenden Anspruchen definierten Epitops, umfassend 

(a) mindestens zwei monoklonale Antikorper, Fragmente oder Derivate 
davon oder Aptamere wie in einem der vorstehenden Anspruche 
definiert, wobei die Antikdrper, Fragmente oder Derivate davon oder 
Aptamere konjugiert sind mit kolioidaiem Gold, Latexpartikein oder 
anderen fariDgebenden Partikein, deren GroBe typischenveise im 
Bereich zwtschen 5nm und 100nm, vorzugsweise zwischen 20nm und 
60nm tiegt; 

(b) eine Vorrichtung zur Auft)ereitung und Analyse von Stuhlproben; und 
gegebenfalls 
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(c) ein Gemisch von mindestens zwei monoklonalen AntikSrpem, 
Fragmenten oder Derivaten davon Oder Aptameren. 

51. Kit enthaltend 

(a) mindestens zwei monoklonale Antil^orper, Fragmente oder Derivate 
davon oder Aptamere wie in einem der vorstehenden Anspruche 
definiert, gegebenenfails fixiert an ein Tragermaterial; gegebenenfalls 

(b) eine Vorrichtung zur Aufbereitung und Analyse von Stuhlproben; und 
gegebenfalls 

(c) ein Gemisch von mindestens zwei monoklonalen Antikorpem, 
Fragmenten oder Derivaten davon oder Aptameren. 

52. Zusammensetzung, vorzugsweise Arzneimlttel enthaltend mindestens einen 
der vorstehend beschriebenen Antikorper oder eines der vorstehend 
beschriebenen Fragmente, Derivate oder Aptamere, gegebenenfalls in 
Kombination mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder 
Verdunnungsmittel. 

53. Packung enthaltend die diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 48, 
die Testvomchtung nach Anspruch 49, 50 oder den Kit nach Anspruch 51 . 
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